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Исследовано влияние допирования катионами бария порошка октакальцийфосфата, полученного
с применением низкотемпературного подхода, на его фазовые и структурные характеристики, а
также биосовместимость, в том числе в моделирующих воспаление условиях in vitro. Выявлено, что
допирование катионами Ba2+ в использованном интервале концентраций (1, 5 и 10 расчетных %) не
препятствует низкотемпературной химической трансформации дикальцийфосфата дигидрата и его
превращению в октакальцийфосфат, однако реальное замещение составляет в максимуме 6.7 ат.%.
Результаты исследований in vitro показывают, что замена ионов кальция на ионы бария в структуре
октакальцийфосфата не приводит к повышению цитотоксических свойств; все изученные вариан-
ты низкотемпературного октакальцийфосфата и его барий-замещенных форм в рекомендованной
концентрации 1 мг/мл не проявляют токсического действия и являются биосовместимыми. Выяв-
ленные для октакальцийфосфата с максимальной степенью замещения Ca2+ на Ba2+, равной 10%,
эффекты, а именно: отсутствие влияния на содержание лизосом и активных форм кислорода в мак-
рофагах человека в нормальных условиях и значительноe снижение продукции активных форм кис-
лорода в условиях, моделирующих воспаление, а также значимое повышение конститутивной акти-
вации T-лимфоцитов in vitro, указывают на то, что данные процессы непосредственно и дозозави-
симо ассоциированы с катионами Ва2+ в составе октакальцийфосфата. Таким образом,
предложенный подход низкотемпературной химической трансформации Ba2+-замещенных вари-
антов октакальцийфосфата перспективен и представляет интерес для получения на основе каль-
ций-фосфатных соединений материалов с иммунорегуляторными свойствами. Полученные Ba2+-
замещенные варианты октакальцийфосфата являются безопасными и биосовместимыми, при этом
октакальцийфосфат с максимальной степенью замещения Ca2+ на Ba2+ не только является биоак-
тивным, но и обладает потенциальным антиоксидантным и иммуномодулирующим действием.
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трансформация, фосфаты кальция, октакальцийфосфат, допирование, барий-замещенные фосфаты
кальция.
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Среди современных тканеинженерных остео-
пластических материалов наибольшее распро-
странение получили синтетические кальций-
фосфатные соединения (КФС) – естественные
предшественники гидроксиапатита костной тка-

ни [1, 2]. В сравнении с другими видами материа-
лов для остеопластики синтез КФС прост и недо-
рог, позволяет получать варианты с различной
структурой, формой и необходимыми прочност-
ными характеристиками [2]. Помимо этого, бла-
годаря сходству с неорганической частью кост-
ной ткани, КФС обладают остеокондуктивными
(т.е. способными обеспечивать адгезию, проли-
ферацию и миграцию клеток костной ткани на
своей поверхности) и остеоиндуктивными

Сокращения: КФС – кальций-фосфатные соединения,
ОКФ – октакальцийфосфат, ОКФ-Ba – барий-замещен-
ные образцы октакальцийфосфата, ИК – инфракрасный,
ДКФД – дикальцийфосфата дигидрат, АФК – активные
формы кислорода, ЛПС – липополисахарид. 
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(т.е. способными стимулировать дифференци-
ровку клеток-предшественников в клетки кост-
ной ткани) свойствами [2–4] и, как следствие,
способны стимулировать регенерацию костной
ткани в реципиентном ложе без инициации
DAMP-ассоциированного иммунного ответа,
развивающегося на поврежденный минеральный
компонент костной ткани (гидроксиапатит) [5]. 

Одновременно с вышесказанным все более
становится очевидным влияние остеоиммуноло-
гического ландшафта на эффективность остеоин-
теграции и регенерации материалов в организме
реципиента [6, 7]. При этом помимо разработки
эффективных биоактивных материалов, ученым
необходимо иметь «видимые» материалы, кото-
рые позволяют неинвазивно (например, рентге-
нографически) и безопасно для пациента отсле-
живать поведение материала на различных стади-
ях регенеративного процесса, в том числе
непосредственно в иммунорегуляторной нише
периимплантного ложа, с целью своевременной
корректировки хирургического лечения тех или
иных видов травм у пациентов как различного
возраста, так и с различными сопутствующими
заболеваниями. 

Современные подходы, направленные на
улучшение эффективности КФС-материалов,
включают внедрение подхода биомиметического
низкотемпературного синтеза [8–10], осуществ-
ляемого в интервале физиологических темпера-
тур (температуры тела), а также различные моди-
фикации полученных КФС (например, замеще-
ние ионов Ca2+ на иные биоактивные ионы) за
счет их химической и фазовой трансформации.
По мнению ряда авторов, ионные замещения мо-
гут одинаково эффективно стабилизировать и
дестабилизировать кристаллическую решетку
КФС, обеспечивая как необходимую скорость ре-
зорбции, так и нужные биологические свойства
(активация или ингибирование васкуляризации,
пролиферации и дифференцировки остеобластов
и остеокластов) [11–13]. Во время резорбции
КФС в естественных условиях высвобождается
большое количество ионов Ca2+ и PO4

3–.  Это вы-
зывает локальное повышение концентрации
ионов до нефизиологических уровней, вплоть до
запуска кальциптоза, что может оказывать значи-
тельное и преимущественно негативное влияние
на многие регенераторные процессы. В основном
при легировании КФС ионами различных двух-
валентных металлов преследуется цель снизить
скорость высвобождения ионов Ca2+ и PO4

3–,
что должно обеспечить долговременную эффек-
тивность ионных биологических функций в про-
цессе формирования и перестройки костной тка-
ни [2, 3, 14, 15]. 

В свою очередь, известно, что важным факто-
ром, определяющим остеоиндуктивность мате-
риала, является специфическая воспалительная
реакция тканей на КФС [16–18]. Одним из пер-
вых событий при попадании материала в биоло-
гическую среду является сорбция белков (альбу-
мина, фибриногена, комплемента, фибронекти-
на, витронектина, γ-глобулина и др.). Эти белки
могут связываться со специфическими интегри-
нами на мембране и инициировать взаимодей-
ствие между клетками и внеклеточным матрик-
сом, влияя на такие важные типы поведения кле-
ток, как адгезия, пролиферация и остеогенная
дифференцировка [19–21]. Взаимодействие ад-
сорбированных белков с рецепторами адгезии,
присутствующими и в популяциях воспалитель-
ных клеток, представляет собой основную систе-
му клеточного распознавания имплантируемых
синтетических материалов, связанную с последу-
ющими воспалительными реакциями и заживле-
нием ран [22–24]. Наличие имплантированного
КФС обеспечивает приток ионов Ca2+, который
путем хемотаксиса привлекает в раневое ложе
макрофаги [25], которые, как известно, могут вы-
делять цитокины, стимулирующие дифференци-
ровку остеобластов из клеток-предшественниц
[26]. При этом макрофаги, прикрепившиеся к по-
верхности биоматериала, могут сливаться, обра-
зуя гигантские клетки инородного тела [27], кото-
рые на фоне избытка Ca2+ в микроокружении и
наличия не полностью растворенного КФС могут
способствовать трансформации макрофагов в
остеокласты, смещая таким образом баланс в сто-
рону остеокластогенеза и, как следствие, способ-
ствуя дальнейшей резорбции как материала, так и
костной ткани периимплантного ложа [28, 29].
Таким образом, КФС за счет своих физико-хими-
ческих характеристик могут по-разному влиять
на биологическое поведение клеток, участвую-
щих в репаративном остеогенезе, и ученым, раз-
рабатывающим «регенераторные» композитные
материалы, необходимо управлять как физико-
химическими, так и ассоциированными с ними
биологическими свойствами КФС, одновремен-
но придавая этим материалам «видимость», обес-
печивающую получение знаний о динамике ин-
теграции материала и его влиянии на репаратив-
ный гистогенез костной ткани в периимплантном
ложе. 

В настоящем исследовании было изучено вли-
яние допированного катионами бария порошка
октакальцийфосфата (ОКФ), полученного с при-
менением низкотемпературного (в условиях, при-
ближенных к физиологическим) подхода на его
фазовые, структурные, морфологические и био-
логические характеристики, в том числе в специа-
лизированных провоспалительных in vitro услови-
ях, с целью выявления биинтеграционного,
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проинфламаторного и прорегенераторного по-
тенциала полученных барий-замещенных вари-
антов ОКФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сканирующая электронная микроскопия. Мор-

фологию барий-замещенных образцов ОКФ
(ОКФ-Ba) исследовали с помощью сканирующе-
го электронного микроскопа VEGA III (Tescan,
Чехия) с встроенной системой энергодисперси-
онного анализа химического состава INCA Ener-
gy (Oxford Instruments, Великобритания). Перед
исследованием образцы покрывали золотом с по-
мощью установки Q150R (Quorum Technologies,
Англия). Изображения поверхности материалов
получали при давлении 7.3·10–2 Па в колонке и
1.5·10–1 Па в камере. 

Энергодисперсионная рентгеновская спектро-
скопия. Для исследования примесей на поверхно-
сти порошков использовали ЭДС-приставку
AZtec Energy X-act (Oxford Instruments, Велико-
британия) к электронному сканирующему мик-
роскопу VEGA III и специализированное про-
граммное обеспечение Oxford AZtecO 4.3 (Oxford
Instruments, Великобритания).

Рентгенофазовый анализ. Для оценки кристал-
лографической структуры фосфатов кальция
проводили рентгенофазовый анализ с использо-
ванием рентгеновского дифрактометра XRD-600
(Shimadzu Corp., Япония). Дифрактограммы ис-
следовали в диапазоне углов 2θ от 10° до 45° при
напряжении на трубке 40 кВ и токе 100 мА. Ди-
фракционные пики определяли по литературным
данным и базе данных ICDD (International Center
for Diffraction Data, Power Diffraction File; 2 Cam-
pus Blvd: Newtown Square, PA, USA, 2007).

Инфракрасная спектроскопия. Инфракрасные
(ИК) спектры дикальцийфосфата дигидрата
(ДКФД) регистрировали на ИК-Фурье-спектро-
метре Avatar 330 (Nicolet, Великобритания) в диа-
пазоне длин волн 4000–400 см–1. Для этого не-
большое количество экспериментального по-
рошкообразного ДКФД смешивали с бромидом
калия (KBr) спектроскопической чистоты в соот-
ношении 1:50. Исследование образцов на пред-
мет их элементного состава (качественного и
количественного) проводили с помощью рентге-
нофлуоресцентного волнодисперсионного спек-
трометра последовательного типа S8 Tiger
(серия 2, BRUKER, Германия) в среде гелия. Ме-
тодика анализа не предполагала использования
стандартных образцов, а для обработки данных
применяли специализированное программное
обеспечение QUANT EXPRESS Software (Герма-
ния).

Культуры клеток. Моноциты и T-лимфоциты
периферической крови человека были получены

из CLS Cell Lines Service GmbH (Германия).
Полученные клетки культивировали в среде
RPMI/F12 с добавлением 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (Gibco, США), 40 мкг/мл ген-
тамицина (Gibco, США) при температуре 37°C и
5%-ном содержании CO2 в CO2-инкубаторе в
течение 24 ч. Макрофаги из моноцитов перифе-
рической крови получали в соответствии с мето-
дикой, описанной в работе [30]. После 7 суток
культивирования клеток в среде с низким содер-
жанием эмбриональной бычьей сыворотки и до-
стижения ими макрофагального фенотипа клет-
ки использовали в экспериментах. Для открепле-
ния макрофагов от поверхности культурального
пластика использовали коктейль аккутаз (Capri-
corn Scientific GmbH, Германия) [29]. Макрофаги
тестировали на наличие микоплазменной инфек-
ции с помощью набора для обнаружения мико-
плазмы MycoFluor™ (Thermo Fisher Scientific,
США). В культурах клеток микоплазменная ин-
фекция не обнаружена.

Исследование цитотоксических свойств ОКФ и
ОКФ-Ba. Клетки в концентрации 15·103 кл/см2 

высевали в лунки 96-луночного планшета (SPL 
Life Sci., Южная Корея). Через 24 ч после начала 
культивирования среду заменяли на 100 мкл сре-
ды, содержащей предварительно простерилизо-
ванные по методике [9] экспериментальные КФС 
в различных концентрациях, и культивировали 
таким образом в течение 72 ч. Для оценки цито-
токсического эффекта использовали следующие 
концентрации КФС: 10, 3, 1, 0.3 и 0.1 мг/мл. Да-
лее, после открепления клеток от культурального 
пластика, полученную суспензию клеток окра-
шивали в культуральной среде с добавлением 200 
нМ флуоресцентных красителей Calcein AM 
(Sigma-Aldrich, США) и 1 мкг/мл йодида пропи-
дия (Sigma-Aldrich, США) и анализировали цито-
токсический эффект материалов с помощью про-
точного цитометра Accuri C6 (BD Bioscience, 
США) [9, 10].

Оценка содержания кислотных компартментов.
Для оценки содержания кислотных компартмен-
тов в клетках после 96 ч совместной инкубации с
ДКФД и ДКФД-Ba клетки промывали три раза
фосфатно-солевым буфером (Sigma-Aldrich,
США), открепляли от культурального пластика и
окрашивали 50 нМ LysoTracker Green DND-26
(Thermo Fisher Scientific, США) в течение 30 мин
в условиях CO2-инкубатора. В качестве положи-
тельного контроля часть клеток инкубировали с
50 мкМ хлорохином (Sigma-Aldrich, США) в тече-
ние 4 ч. Измерения проводили с помощью
проточного цитометра Accuri C6. Всего для каж-
дого образца было проанализировано 3·104 кле-
ток [8, 9].

Оценка продукции активных форм кислорода.
Исследование влияния ОКФ и ОКФ-Ba на
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продукцию активных форм кислорода (АФК) в
макрофагах проводили при стандартных услови-
ях культивирования и в воспалительных услови-
ях. Для изучения продукции АФК в воспалитель-
ных условиях макрофаги предварительно инку-
бировали с 10 мкг/мл липополисахарида (ЛПС)
из E. coli O111:B4 в течение 24 ч. Для оценки про-
дукции АФК в клетках после 96 ч совместной ин-
кубации клеток с ОКФ и ОКФ-Ba клетки промы-
вали три раза раствором фосфатно-солевого бу-
фера, открепляли от культурального пластика и
окрашивали 20 мкМ 2′,7′-дихлордигидрофлуо-
ресцеин диацетатом (DCFH-DA, Sigma-Aldrich,
США) в течение 15 мин в условиях CO2-инкуба-
тора [30]. В качестве положительного контроля
клетки инкубировали с 1 мМ перекисью водорода
(Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин. Измере-
ния флуоресценции анализировали с помощью
проточного цитометра Accuri C6. Для каждого об-
разца анализировали не менее 3·104 клеток.

Исследование поверхностных маркеров T-лим-
фоцитов. Маркеры поверхностной экспрессии Т-
лимфоцитов исследовали как в неактивирован-
ных, так и активированных клетках. Для актива-
ции T-лимфоцитов клетки предварительно куль-
тивировали 72 ч с конканавалином А в концен-
трации 10 мкг/мл [31]. Для изучения
поверхностной экспрессии маркеров Т-лимфо-
цитов клетки после этого собирали из культу-
ральных флаконов и промывали в буфере для
окрашивания с последующим центрифугирова-
нием при 300 g в течение 5 мин. Клетки окраши-
вали моноклональными антителами FITC Anti-
human CD3, РЕ Anti-human CD25 и АРС Anti-hu-
man CD71 (BioLegend, США). Для определения
неспецифического связывания клетки окраши-
вали соответствующими контрольными антите-
лами изотипа. Окрашивание проводили при ком-
натной температуре в темноте в течение 30 мин.
После этого клетки фиксировали 2% раствором
параформальдегида и анализировали поверх-
ностную экспрессию CD с помощью проточного
цитометра Accuri C6.

Статистический анализ. Результаты проведен-
ного исследования представлены как среднее

значение ± стандартное отклонение. Во всех экс-
периментах использовались статистические вы-
борки с не менее чем 4 наблюдениями (n ≥ 4).
Полученные данные были статистически проана-
лизированы с использованием языка программи-
рования Python 3 (версия 3.10.6) в среде разработ-
ки Spyder (версия 5.4.1) с использованием биб-
лиотек Pandas (версия 1.5.3), Numpy (версия
1.23.5) и Scipy (версия 1.10.0). Перед проведением
множественных сравнений данные предвари-
тельно тестировали на нормальность распределе-
ния и равенство дисперсий с использованием
критериев Шапиро–Уилка и Брауна–Форсайта
соответственно. Для данных с ненормальным
распределением использовали H-критерий Крас-
кела–Уоллеса с последующим сравнением экспе-
риментальных групп относительно контрольной
с использованием теста Данна. Для данных с нор-
мальным распределением использовали одно-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA) с
последующим сравнением экспериментальных
групп относительно контрольной с использова-
нием теста Бонферрони. Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Получение вариантов Ba-замещенного ОКФ
было реализовано за счет фазового превращения
исходного порошка дикальцийфосфата дигидра-
та [9]. Выдержку ДКФД проводили в буферном
растворе (1.5 М ацетата натрия с добавлением
нитрата бария в количестве, указанном в табл. 1)
при соотношении масса образца/масса жидко-
сти, равнoм 1/100, в течение минимум 24 ч при
температуре 40 ± 2°С в условиях постоянного пе-
ремешивания. Внедрение катионов Ba2+ в струк-
туру ОКФ проходило согласно предполагаемой
реакции:

(8–x)CaHPO4·2H2O + xMe2+ =
Ca(8–x)Mex(HPO4)2(PO4)4·5H2O + 

+ (2–x)HPO4
2– + 4H+ + (11–2x)H2O.

Таблица 1. Расчетные массы добавок допирующих элементов, необходимые для процесса с исходным порошком
массой 10 г

Название Сокращенное наименование Теоретическое 
замещение, %

mВа

ОКФ, допированный 1% Ba ОКФ-Ba1 1 0.152

ОКФ, допированный 5% Ba ОКФ-Ba5 5 0.760

ОКФ, допированный 10% Ba ОКФ-Ba10 10 1.519
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В результате синтеза были получены три вари-
анта Ba-замещенного ОКФ с различным содер-
жанием катионов бария в составе (табл. 1). 

Результаты эксперимента по исследованию
взаимосвязи между концентрацией Ba2+ и свой-
ствами конечного ОКФ показали, что введение
катионов Ba2+ не приводит к ингибированию
процесса трансформации ДКФД в ОКФ в ис-
пользованном интервале концентраций. Рентге-
нофазовый анализ исследованных образцов
(рис. 1) подтвердил фазу ОКФ со следующими
характеристиками: пики (020), (110), (–101),
(002), (260), (2–41), (–1–42) и (070), соответству-
ющие стандартной карте материала (карточка
№ 00-026-1056). Согласно рентгенофазовому
анализу, состав материала соответствует 100%
ОКФ в широком спектре концентраций Ba2+.

Данные сканирующей электронной микро-
скопии (рис. 2) показали, что структура порош-
ков с введенным Ba2+ в широком спектре кон-
центраций соответствует структуре ОКФ. Размер
частиц порошков не превышал 100 мкм, что обу-
словлено размерами исходных частиц, при боль-
шем увеличении на их поверхности наблюдаются
кристаллы размером до 5 мкм, которые соответ-
ствуют стандартным ОКФ-кристаллам. Результа-
ты подтверждают данные рентгенофазового ана-
лиза о том, что влияние катионов Ba2+ на процесс
трансформации ДКФД в ОКФ не наблюдается.

Данные ИК-спектроскопии также подтвер-
ждают результаты рентгенофазового анализа. На

рис. 3 показаны ИК-спектры для образцов ОКФ с
различным содержанием бария. Характерным
для образцов на основе ОКФ является наличие
полосы при 1295 см–1, соответствующей группе
НРО4, и ν1- и ν3-моды групп РО4 при 960 и
1029 см–1. Важной особенностью является нали-
чие в спектрах ОКФ и ДКФД полосы при 870 см–1,
которая может быть отнесена к моде колебаний
v3 карбонатных групп, источником которых яв-
ляется CO2 в воздухе.

Согласно данным химического анализа, при-
веденным в табл. 2, соотношение (Ca + Ba)/P ле-
жит в диапазоне 1.33–1.39, что соотносится с тео-
ретическим соотношением 1.33 для октакальций-
фосфата. 

Присутствие в элементном анализе ионов
Ba2+ в совокупности с результатами других мето-
дов говорит о внедрении катионов в структуру,
при этом процент реального замещения отличен
от расчетного с максимальным значением
6.7 ат.%.

При исследовании цитотоксического эффекта
ОКФ и его Ba-замещенных вариантов через 72 ч
культивирования с макрофагами человека было
выявлено, что как чистый ОКФ, так и все вариан-
ты ОКФ-Ba проявляют наиболее выраженный
цитотоксический эффект при концентрации
10 мг/мл (рис. 4). При данной концентрации чис-
ло живых клеток после инкубации с материалами
составляло порядка 35%. Однако при концентра-
ции 3 мг/мл наблюдалось увеличение числа

Рис. 1. Рентгенограмма порошков ОКФ, допированных ионами бария.
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Рис. 2. Электронно-микроскопические изображения порошков ОКФ, допированных ионами бария: (а) – ОКФ-Ba1,
(б) – ОКФ-Ba5, (в) – ОКФ-Ba10.

Рис. 3. ИК-спектроскопия порошков ОКФ, допированных ионами бария.

живых клеток до допустимого стандартами
ISO 10993 уровня в 75%. Начиная с концентрации
1 мг/мл, число живых клеток после инкубации с
ОКФ и всеми вариантами ОКФ-Ba не отличалось
от контрольных условий. При этом различия в
цитотоксическом действии между ОКФ и его Ba-
замещенными вариантами не наблюдались вне
зависимости от степени замещения Ca2+ на Ba2+.
Таким образом, выявлено, что замещение Ca2+

на Ba2+ в структуре ОКФ не оказывает влияния
на его цитотоксические свойства. Для дальней-
ших исследований материалов использовали
максимальную нетоксическую концентрацию
1 мг/мл.

При исследовании влияние КФС на содержа-
ние кислотных компартментов было обнаружено,
что добавление ОКФ, ОКФ-Ba1 и ОКФ-Ba5 к
культуре макрофагов приводит к снижению
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Таблица 2. Результаты рентгенофлуоресцентного элементного анализа ОКФ и ОКФ-Ba

Образец Са, aт.% Р, aт.% Ва, aт.% Замещение, % (Са + Ва)/Р

ОКФ-Ва1 % 57.6 41.9 0.59 1.0 1.39

ОКФ-Ва5 % 55.0 42.5 2.47 4.3 1.35

ОКФ-Ва10 % 53.3 42.86 3.84 6.7 1.33

Рис. 4. Цитотоксический эффект ОКФ и ОКФ-Ba с различной степенью замещения после 72 ч культивирования с
макрофагами человека. Сравнение экспериментальных групп относительно контроля с использованием ANOVA с
поправкой Бонферрони: ** – p < 0.01.

Рис. 5. Содержание кислых компартментов в макрофагах человек через 72 ч инкубации с ОКФ и ОКФ-Ba с различной
степенью замещения. Сравнение экспериментальных групп относительно контроля с использованием ANOVA с по-
правкой Бонферрони: ** – p < 0.01.
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данного параметра (рис. 5). При этом ОКФ с мак-
симальной степенью замещения Ca2+ на Ba2+

10% (ОКФ-Ba10) не оказывал влияния на содер-
жание кислых компартментов внутри клеток.

Исследование продукции активных форм кис-
лорода после 72 ч инкубации с ОКФ и ОКФ-Ba
вариантами показало, что ОКФ и ОКФ-Ba1 ста-
тистически значимо увеличивали продукцию
АФК в неактивированных липополисахаридом
макрофагах (рис. 6). При дополнительной акти-
вации макрофагов ЛПС наблюдалось снижение
продукции АФК у ОКФ, ОКФ-Ba1, ОКФ-Ba5 по

сравнению с контролем. В то же время ОКФ с
максимальным замещением (ОКФ-Ba10) в вос-
палительных условиях показал наибольшее сни-
жение (в 4 раза) продукции АФК в клетках по
сравнению с контролем.

Далее проводили исследование влияния ОКФ
и ОКФ-Ba на лектин-зависимую активацию
T-лимфоцитов периферической крови человека
(рис. 7). Активацию лимфоцитов оценивали по
поверхностной экспрессии альфа-цепи рецепто-
ра интерлейкина-2 (CD25) и белка 1 рецептора
трансферрина (CD71), которые после 72 ч обра-

Рис. 6. Продукция активных форм кислорода неактивированными (ЛПС–) и активированными (ЛПС+) макрофага-
ми после 72 ч инкубации с ОКФ и ОКФ-Ba с различной степенью замещения: ** или * – сравнение эксперименталь-
ных групп относительно контроля без добавления ЛПС с использование H-критерия Краскела–Уоллеса с поправкой
Данна; ## или # – сравнение экспериментальных групп относительно контроля с добавлением ЛПС с использовани-
ем ANOVA с поправкой Бонферрони; * – p < 0.05, # – p < 0.05, ** – p < 0.01, ## – p < 0.01.

Рис. 7. Анализ количества Т-лимфоцитов (CD3+-клеток), положительных по CD25 и CD71 (CD25+/CD71+), только
по CD25 (CD25+/CD71–) или по CD71 (CD25–/CD71+), а также не несущих CD25 и CD71 (CD25–/CD71–) после
инкубации с ОКФ и ОКФ-Ba. КоА– – неактивированные Т-лимфоциты, КоА+ – активированные конканавалином А
Т-лимфоциты, ** − сравнение экспериментальных групп относительно контроля без добавления KoA с
использованием ANOVA с поправкой Бонферрони; ## - сравнение экспериментальных групп относительно контроля
с добавлением KoA с использованием ANOVA с поправкой Бонферрони; * – p < 0.05, # – p < 0.05, ** – p < 0.01, ## –
p < 0.01.
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ботки T-клеток конканавалином A (ConA) явля-
ются маркерами клеточной активации [31]. Ре-
зультаты показали, что инкубация неактивиро-
ванных Т-лимфоцитов с ОКФ и ОКФ-Ba1
приводила к увеличению числа CD25–/71– по
сравнению с контролем. При этом у клеток, ин-
кубировавшихся с ОКФ, также статистически
значимо снижалось число CD25+/71+-клеток.
Инкубация с ОКФ, ОКФ-Ba1 и ОКФ-Ba5 приво-
дила к снижению числа клеток CD25+/71– и
CD25–/71+ в неактивированных клетках. Для
ОКФ-Ba10 наблюдалось увеличение числа клеток
CD25–/71+ и CD25+/71+ и снижение числа
CD25+/71–-клеток, при этом не изменялось ко-
личество CD25–/71–-клеток. В активированных
конканвалином А Т-лимфоцитах после инкуба-
ции с ОКФ и ОКФ-Ba1 наблюдалось увеличение
числа CD25–/71–-клеток. ОКФ, ОКФ-Ba1 и
ОКФ-Ba5 снижали число CD25+/71– клеток, в то
время как ОКФ-Ba10 увеличивал его. Все иссле-
дованные КФС, в особенности ОКФ-Ba10, сни-
жали число активированных CD25+/71+-клеток. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенный комплексный физико-химиче-

ский анализ показывает, что допирование катио-
нами Ba2+ в использованном интервале концен-
траций не препятствует низкотемпературной хи-
мической трансформации ДКФД в ОКФ.
Эффективное внедрение катионов Ba2+ в струк-
туру ОКФ указывает на эффективность предлага-
емого подхода получения барий-замещенных ва-
риантов октакальцийфосфата, потенциально
пригодного для получения рентгеноконтрастных
КФС-материалов, однако процент реального за-
мещения отличается в своем максимальнoм зна-
чении от расчетного в 10% и составляет 6.7 ат.%.
С одной стороны, полученные результаты указы-
вают на то, что технологию получения материа-
лов можно изменить и повысить реальное содер-
жание катионов Ba2+, с другой стороны, учиты-
вая, что полученные предельные значения
замещения являются достаточными для достиже-
ния рентгеноконтрастности, большие концен-
трации Ba2+ могут быть избыточны для организ-
ма реципиента. 

В свою очередь, известно, что норма потребле-
ния бария у взрослых людей составляет 8.5 ± 4 ppm
[31]. При этом выявлено, что человеческий орга-
низм не аккумулирует барий в процессе своей
жизнедеятельности [2, 32], а сравнительно боль-
ший, чем у Ca2+, ионный радиус Ba2+ (у бария –
1.34 Å, гексакоординированный с шестью отри-
цательно заряженными атомами кислорода, у

Ca2+ – от 0.99 Å [33]) указывает на то, что в про-
цессе перекристаллизации ОКФ в гидроксиапа-
тит Ba2+ с большей вероятностью будет безопас-
но выведен из организма [2], что в целом указыва-
ет на безвредность предлагаемой технологии
получения Ba-замещенных вариантов ОКФ. 

Результаты in vitro исследований подтвержда-
ют безопасность предложенного способа получе-
ния допированного катионами Ba2+ низкотемпе-
ратурного ОКФ. Выявленная дозозависимость
цитотоксического эффекта ОКФ и его Ba-заме-
щенных вариантов хорошо согласуется с нашими
предшествующими результатами [34–36] и ука-
зывает на то, что даже при предельном замеще-
нии ионов Са2+ на Ва2+, свойственному образцам
ОКФ-Ba10, какого-либо увеличения токсическо-
го эффекта, достоверно отличимого от образцов
ОКФ, не наблюдалось. Важно отметить, что уже
концентрация в 3 мг/мл обеспечивала получение
необходимого показателя биосовместимости
как ОКФ, так и его Ba-замещенных вариантов
(>70% живых клеток согласно требованиям
ГОСТ ISO 10993-5-2023), а гипотетическая рас-
четная доза в 1 мг/мл (максимально возможная
доза для использования в условиях in vivo) вообще
не оказывала какого-либо токсического действия
на исследованные клеточные культуры. Таким
образом можно резюмировать, что замещение
Ca2+ на Ba2+ в структуре ОКФ не оказывает вли-
яния на его цитотоксические свойства и все ис-
следованные варианты низкотемпературного
ОКФ и его Ba-замещенных вариантов являются
безопасными и биосовместимыми. 

В свою очередь, исследование влияния ОКФ и
его Ba-замещенных вариантов на содержание
кислых компартментов (лизосом и иных внутри-
клеточных структур с низким значением рН) в
неактивированных макрофагах показало, что как
сам ОКФ, так и его варианты с низким содержа-
нием Ва2+ (ОКФ-Ba1 и ОКФ-Ba5) приводили к
снижению содержания кислых компартментов к
культуре клеток, а вариант ОКФ с максимальной
степенью замещения Ca2+ на Ba2+ 10% (ОКФ-
Ba10) не оказывал какого-либо влияния на содер-
жание исследуемого показателя. При этом выяв-
ленное для образца ОКФ с наибольшим замеще-
нием кальция барием (ОКФ-Ba10) максимальное
(в 4 раза) снижение содержания АФК у активиро-
ванных ЛПС макрофагов, т.е. при моделирова-
нии воспалительных условий, указывает, что та-
кой вариант КФС-материала является наиболее
предпочтительным для использования в воспа-
ленной асептической ране. Полученные данные
могут указывать на то, что вариант с максималь-
ным содержанием Ва2+ (ОКФ-Ba10) в нормаль-
ных условиях как минимум не влияет на содержа-
ние лизосом и АФК в клетках, а в воспалительных
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условиях – значительно снижает количество
АФК, что может предотвращать развитие матери-
ал-ассоциированной костной резорбции в пери-
имплантном ложе. Конечно, данное предположе-
ние нуждается в эмпирическом подтверждении,
что и будет сделано на последующих этапах рабо-
ты, однако полученные данные уже на стадии
in vitro исследований могут подтверждать пра-
вильность выбранного нами пути катионного за-
мещения барием низкотемпературных ОКФ-ма-
териалов.

В свою очередь, выявленное для ОКФ и ОКФ-
Ba1 статистически значимое увеличение продук-
ции АФК в неактивированных ЛПС макрофагах
на фоне снижения продукции АФК в активиро-
ванных ЛПС макрофагах свидетельствует как о
потенциальном про-, так и антиоксидантном
действии данных вариантов ОКФ и, следователь-
но, нестабильности биологического эффекта
данных материалов. При этом отсутствие влия-
ния на продукцию АФК в нормальных условиях и
подавление АФК в воспалительных условиях для
ОКФ-Ba5 и ОКФ-Ba10 свидетельствует о дозоза-
висимом антиоксидантном эффекте, непосред-
ственно связанном с наличием ионов Ва2+ в
структуре ОКФ, что может быть полезно для
получения КФС-материалов с заданными свой-
ствами. 

Результаты исследования лектин-опосредо-
ванной активации T-лимфоцитов в присутствии
ОКФ и его Ва-замещенных вариантов показали,
что инкубация клеток с ОКФ и ОКФ-Ba1 приво-
дила к значимому увеличению числа неактивиро-
ванных (CD25–/71–)Т-лимфоцитов в стандарт-
ных условиях и увеличению числа активирован-
ных (CD25+/71+) Т-лимфоцитов в условиях их
предактивации конканавалином А. В свою оче-
редь, при инкубации клеток с образцами ОКФ-
Ba5 и ОКФ-Ba10 наблюдалось слабое влияние
или отсутствие влияния на количество неактиви-
рованных (CD25–/71–) Т-лимфоцитов в стан-
дартных условиях (особенно выраженное для
ОКФ-Ba10) и значительно выраженное увеличе-
ние числа активированных (CD25+/71+) Т-лим-
фоцитов в стандартных условиях и их значимое
снижение в условиях их лектин-опосредованной
активации. Полученные данные также указывают
на дозозависимый биологический эффект и
практически полное отсутствие влияния малых
концентраций бария в образце ОКФ-Ва1, неот-
личимых по эффекту от образцов чистого ОКФ.
При этом более значимые концентрации Ва2+ в
образцах ОКФ-Ва5 и, особенно, ОКФ-Ва10 ока-
зывают явное позитивное влияние на конститу-
тивную активацию T-лимфоцитов, блокируя тем
самым лектин-опосредованную активацию
T-лимфоцитов. Полученные данные могут свиде-

тельствовать о том, что чистый ОКФ оказывает
ингибирующее воздействие как на конститутив-
ную, так и лектин-зависимую активацию T-лим-
фоцитов, при этом варианты ОКФ с максималь-
ным содержанием Ва2+ (особенно ОКФ-Ва10)
способствует достоверной и значимой конститу-
тивной активации T-лимфоцитов, т.е. данный
процесс непосредственно ассоциирован с катио-
нами бария в составе материала. Таким образом,
необходимо учитывать выявленный биологиче-
ский эффект при проведении in vivo эксперимен-
тов, предполагая, что Ва-замещенные варианты
могут, гипотетически, способствовать активации
Т-лимфоцитов и успешной реализации ассоции-
рованных с этим явлением механизмов адаптив-
ного иммунного ответа в ране.

Из литературы известно, что Ba2+ обладает не-
кой тропностью и в основном накапливается в
минеральной неорганической части костной тка-
ни и зубов [2, 37], и что этот процесс гораздо ин-
тенсивнее происходит в молодом возрасте. Так
например, при приеме с пищей 33 мг/кг/день
свободного Ba2+ выявлено, что молодые 4-не-
дельные крысы накапливали более чем в 2 раза
больше Ba2+ в костях, чем старые 34−35-недель-
ные крысы [38, 39]. При этом выявлено, что в
норме барий накапливается в минерализующихся
областях новообразованной костной мозоли, а
также в эндосте, надкостнице и эпифизарных
пластинах («зонах роста») длинных трубчатых ко-
стей [38–40]. Таким образом, можно предполо-
жить, что Ba-замещенный ОКФ может быть не
только рентгенологически видим, но и полезен
для процесса минерализации новообразованной
костной ткани. 

В свою очередь, важно отметить, что выявлен-
ные позитивные эффекты необходимо в дальней-
шем подтвердить в специальных условиях (нор-
мальных и воспалительных) с помощью модель-
ных тест-систем лабораторных животных,
прежде всего в SPF-условиях, в соответствии с
международными стандартами GLP и ISO 10993.
Необходимо понимать, что редукционистские
модельные in vitro системы культур клеток не от-
ражают реакцию целого организма и обнаружен-
ные эффекты могут не воспроизвестись in vivo.
Однако, использование нами первичных культур
клеток человека и валидированных методик
оценки реакции иммунных клеток в условиях
in vitro позволяют транслировать полученные ре-
зультаты непосредственно на реакцию организма
человека, а не животных, и приблизиться к пони-
маю реакции высокоспецифичной человеческой
иммунной системы на условно неиммуногенные
синтетические материалы. Только выполненные
с использованием современных методов исследо-
вания помогут выявить истинный потенциал ба-
рия в современном материаловедении и, возмож-
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но, вывести его на лидирующие позиции в ткане-
вой инженерии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как показывает проведенное исследование,
внедрение катионов Ba2+ в структуру ДКФД не
препятствует его трансформации в стабильный
эталонный ОКФ в низкотемпературных услови-
ях. Важность использования именно низкотем-
пературных условий и довольно-таки весомый
процент реального включения бария (6.7 ат.%)
указывают на то, что механизм включения ионов
бария может быть подобным физиологическому
и соответствовать фазовым превращениям, на-
блюдаемым в процессе естественной биоминера-
лизации костной ткани. Отсутствие влияния до-
пирования Ba2+ на цитотоксические свойства
ОКФ указывает на безопасность использования
Ba-замещенных вариантов даже при максималь-
ном замещении Ca2+ на Ba2+. При этом отсут-
ствие негативного влияния на биогенез лизосом и
продукцию АФК в макрофагах человека в нор-
мальных условиях, на фоне снижения концентра-
ции АФК и активации T-лимфоцитов в модель-
ных воспалительных условиях in vitro, указывают
на перспективность предложенного подхода в
отношении новой ниши потенциальных имму-
номодулирующих КФС-материалов с антиок-
сидантными свойствами. По результатам ком-
плексной оценки влияния дозозависимого допи-
рования катионами бария порошка ОКФ,
получаемого с помощью низкотемпературной
фазовой трансформации ДКФД, на структурные,
морфологические и биологические характери-
стики ОКФ и его Ba-замещенных вариантов вы-
явлено, что предложенный подход получения вы-
шеозначенных КФС перспективен и представля-
ет интерес для получения материалов с
заданными свойствами. Полученные материалы
являются безопасными и биосовместимыми, а
наиболее эффективный вариант ОКФ с макси-
мальной степенью замещения Ca2+ на Ba2+ 10%
(ОКФ-Ba10) является биоактивным и обладает
потенциальным антиоксидантным и иммуномо-
дулирующим действием. 

Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов можно резюмировать, что допирование
катионами Ba2+ в использованном интервале
концентраций не препятствует низкотемператур-
ной химической трансформации ДКФД и его
превращение в ОКФ, однако процент реального
замещения составляет в максимуме 6.7 ат.%. Ре-
зультаты in vitro исследований подтверждают, что

замещение Ca2+ на Ba2+ в структуре ОКФ не ока-
зывает влияния на его цитотоксические свойства
и все исследованные варианты низкотемператур-
ного ОКФ и его Ba-замещенных вариантов в ре-
комендуемой концентрации 1 мг/мл не обладают
цитотоксическим эффектом и являются биосов-
местимыми. Выявленные для ОКФ-Ba10 эффек-
ты, а именно, отсутствие влияния на содержание
лизосом и АФК в макрофагах человека в нор-
мальных условиях и значительное снижение про-
дукции АФК в воспалительных условиях, а также
значимое повышение конститутивной активации
T-лимфоцитов, указывают на то, что данные про-
цессы непосредственно и дозозависимо ассоции-
рованы с катионами Ва2+ в составе ОКФ, что мо-
жет быть полезно для получения КФС-материа-
лов с заданными свойствами.
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СМИРНОВ и др.

 Octacalcium Phosphate Doped with Barium Cations for Application
in Tissue Engineering

 I.V. Smirnov*, P.V. Smirnova*, A.Yu. Teterina*, V.V. Minaichev*, **, M.I. Kobyakova*, **,
P.S. Salynkin**, A.I. Zvyagina**, K.V. Pyatina*, **, E.I. Meshcheryakova**, I.S. Fadeeva*, **,

S.M. Barinov*, and V.S. Komlev*

*A.A. Baykov Institute of Metallurgy and Materials Science, Russian Academy of Sciences,
Leninsky prosp. 49, Moscow, 119334 Russia

**Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The objective of the study was to investigate the impact of barium cation doping on the phase and structural
properties of octacalcium phosphate powder synthesized via a low-temperature method, along with its bio-
compatibility, particularly under in vitro circumstances that mimic inflammation. It was revealed that doping
with Ba2+ cations in the concentration range used (1, 5 and 10 calculated %) does not interfere with the low-
temperature chemical transformation of DPCD and its transformation into OCP, however, the percentage of
real substitution is at a maximum of 6.7 at.%. The results of in vitro studies confirm that the substitution of
Ca2+ for Ba2+ in the structure of OCP does not affect its cytotoxic properties and all the studied variants of
low-temperature OCP and its Ba-substituted variants at the recommended concentration of 1 mg/ml do not
have a cytotoxic effect and are biocompatible. The effects revealed for OCP-Ba10, namely the absence of an
effect on the content of lysosomes and ROS in human macrophages under normal conditions and a signifi-
cant decrease in ROS production under inflammatory conditions, as well as a significant increase in the con-
stitutive activation of T-lymphocytes, indicate that these processes are directly and dose-dependently associ-
ated with Ba2+ cations in the composition of OCP. The proposed approach of low-temperature chemical
transformation of Ba2+-substituted variants of OCP is promising and is of interest for obtaining CPC mate-
rials with specified properties. The obtained Ba2+-substituted variants of OCP are safe and biocompatible,
and the most effective variant of OCP with a maximum degree of Ca2+ substitution by Ba2+ 10% (OCP-Ba10)
is bioactive and has potential antioxidant and immunomodulatory effects.

Keywords: bioceramics, osteoplastic materials, low-temperature chemical transformation, calcium phosphates, oc-
tacalcium phosphate, doping, barium-substituted calcium phosphates
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