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Методом механоактивации получен наномодифицированный биологический материал на основе пла-
центы человека. Механоактивация лиофилизированного мелкоизмельченного биологического материала 
производилась в шаровой планетарной мельнице Pulverisette-7 в течение 60 минут. Механическое измель-
чение не загрязняло измельчаемую плаценту и не изменяло ее химический состав. Механоактивированная 
плацента формировала агрегаты порошка с размерами частиц 40–100 нм. Введение механоактивированной 
плаценты осуществлялось в форме биологического контейнера на склеру глаза кролика в эксперименте. 
Наблюдалось проникновение МА частиц плаценты в толщу склеры на 2/3 ее толщины, что можно было 
объяснить облегченной диффузионной миграцией наноразмерных частиц через поры в толще склеры и по-
вышенной гидрофильностью полученного материала. Таким образом, механоактивация может быть осно-
вой для повышения биологической активности материла животного происхождения и широко применяться 
в трансплантологии.
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The nanomodifi ed biological material based on using the mechanoactivation method. Mechanoactivation of 
the lyophilized small-crashing biological material was made in a spherical planetary mill of Pulverisette-7 within 
60 minutes. The mechanical crushing doesn’t pollute a crushed placenta and doesn’t change its chemical 
composition. The mechanoactivated placenta forms powder aggregates with particle size of 40–100 nanometers. 
The mechanoactivated placenta was injected into rabbit eye sclera in the form of biological container during the 
experiment. MA particles placenta penetration into thickness sclera (on 2/3 of its thickness) was registered and this 
fact is possible to explain by the facilitated diffusive migration of nanodimensial particles through the pore located 
deep in sclera and raised, as a result of the mechanoactivation, increased by hydrophily of the received material. 
Thus, mechanoactivation can be a basis for increase of biological activity swore an animal origin and widely to be 
applied in transplantology.
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Одним из инструментов регенераторной 
хирургии может выступать транспланта-
ция биологических материалов (клеточной 
взвеси, ткани, части органа, целого органа 
и т.д.) в качестве биологического метода 
репаративной регенерации [6]. Однако при 
применении макроскопических или круп-
ноизмельченных взвесей биологических 
материалов репаративная регенерация, как 
правило, наступает только в зоне имплан-
тации, на границе двух объектов: ткань ре-
ципиента – биологический материал, без 
вовлечения в репаративный процесс глуб-
жележащих тканей реципиента [7]. В оф-
тальмологической практике в исходе им-
плантации биологических материалов на 
склеру реципиента формирование новой 
соединительной ткани происходит только 
на поверхности склеры, а глубокие слои 
остаются интактными вследствие ее низкой 
регенераторной активности [2, 7].

Последние исследования, посвященные 
изучению регенерации пересаженного био-

логического материала, показали, что при 
уменьшении дисперсности имплантата (в 
микрометровом диапазоне) увеличивалась 
эффективность его взаимодействия с тка-
нями реципиента [7]. Использование нано-
дисперсных имплантатов из биологических 
материалов, способных глубоко проникать, 
интрамурально вызывая репарацию и ангио -
генез в подлежащих тканях реципиента, мо-
жет значительно расширить возможности 
медицины в комплексном лечении дегене-
ративно-дистрофических заболеваний.

Одним из методов увеличения дисперс-
ности материалов и повышения его биоло-
гической доступности является обработка 
в высокоэнергетических измельчительных 
устройствах (механоактивация) [10], что 
позволяет получить более эффективные 
медицинские препараты. При этом воз-
можны два пути модификации материалов. 
Первый – повышение дисперсности мате-
риалов с образованием новых соединений, 
требующих дополнительных серьезных 
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исследований своего биологического дей-
ствия. И второй – изменение структурно-
го состояния материалов при условии со-
хранения химического состава, при этом 
могут формироваться метастабильные по-
лиморфные модификации, не приводящие 
к изменению фармакологического действия 
материала. Однако биологическая актив-
ность таких материалов значительно выше 
[1, 3, 11]. Хотя механоактивация исполь-
зуется в медицинских технологиях давно 
[9], в частности, при модификации лекар-
ственных препаратов, например, глюконата 
кальция [4, 8], повышение дисперсности 
и перевод в аморфное состояние которого 
привело к повышению лекарственной эф-
фективности препарата. Однако до сих пор 
никто не занимался получением механоак-
тивированных нанодисперсных биологиче-
ских имплантатов и оценкой их биологиче-
ской активности.

Цель исследования – создание метода 
получения нанодисперсного биологическо-
го материала и изучение взаимодействия 
его с тканями реципиента в эксперименте.

Материал и методы исследования
Биологический материал, представленный пла-

центой человека, полученной в ходе кесарева сечения 
и родов доношенным плодом, отделенной от пупови-
ны и амниотической оболочки, промытый в стериль-
ном изотоническом растворе натрия хлорида, был 
высушен методом лиофильной сушки, а затем меха-
нически измельчен до крупнодисперсного порошка 
с размерами зерен от 45 мкм.

Крупнодисперсный материал плаценты и поро-
шок после механоактивации помещался в биологи-
ческий контейнер (БК), изготовленный из отрезка со-
суда пуповины длиной до 10 мм и шириной до 2 мм. 

Экспериментальные исследования выполнялись 
на половозрелых кроликах породы Шиншилла в воз-
расте от 1 года до 2 лет с массой тела от 3 до 3,5 кг 
согласно «Правилам проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных». Имплантацию 
БК производили под местной анестезией в верхне-
наружном квадранте под слизистую оболочку на 
склеру глазного яблока кролика. В качестве контроля 
производилась имплантация БК, содержащего макро-
дисперсную взвесь плаценты с размерами частиц от 
50 мкм и более [5]. Динамику структурно-функцио-
нальных изменений глаза животных проводили через 
3 дня, 7 дней, 1, 2 и 3 месяца после пересадки. Для 
контроля микроанатомических изменений энуклеиро-
ванные глаза фиксировали в 10 % растворе нейтраль-
ного формалина, заливали в парафин. Полученные 
срезы зоны оперативного вмешательства помещались 
на поверхность предметного стекла с последующей 
химической очисткой от парафина. Cрезы окрашива-
ли гемотоксилин-эозином и по Ван-Гизону. 

Структурно-фазовый анализ порошков исходной 
крупнодисперсной и механоактивированной плацен-
ты проводился методом рентгеновской дифракции 
(РД) на дифрактометре ДРОН-3 в монохроматизиро-
ванном Cu Kα-излучении.

Контроль плаценты до и после механоактива-
ции проводили методом Фурье-ИК-спектроскопии на 
спектрометре Excalibur 3100 фирмы Varian.

Анализ на возможное привнесение примесей 
в образцы плаценты при механоактивации прово-
дился методом атомной эмиссионной спектроско-
пии с индуктивно связанной плазмой на приборе 
Spectofl ame Modula (Spectro Analytical Instruments, 
Германия).

Исследование макромолекулярной организа-
ции и распределения внедренного нанодисперсного 
механоактивированого биологического материала 
проводились на сканирующей зондовой лабора-
тории Ntegra (NT-MDT) в прерывисто-контактной 
методике на воздухе. Все исследования осуществля-
лись на участках, отмеченных на рисунке стрелка-
ми (рис. 1). 

Рис. 1. Схема исследовании. Участки АСМ и конфокального 
оптического и спектрального исследований: 

1 – плацента в биоконтейнере; 2 – стенка биоконтейнера; 3 – склера. 
Стрелками показаны участки (400 нм) проведения спектрального анализа
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Спектроскопический флуоресцентный анализ 

гистологических срезов по точкам был выполнен на 
сканирующей зондовой лаборатории Ntegra Spectra 
(NT-MDT). Выбор области на образце осуществлялся 
с помощью оптического микроскопа с возможностью 
динамического увеличения и системой цифрового 
мониторинга. Далее спектральные характеристики 
для каждой из выбранных областей анализировались 
путем лазерной накачки и спектрального анализа. 
Все спектры получены на воздухе при комнатной 
температуре из области фокуса лазера с участков 
около 400 нм. Распределение химического состава по 
образцу проводилось выбором отдельных участков 
спектральной картины полученной на ПЗС (прибор 
с зарядовой связью) детекторе и анализировалось пу-
тем дальнейшего двумерного сканирования в выбран-
ной области образца. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Для получения НБМ был использо-
ван метод механоактивации высушенного 
мелкоизмельченного биологического ма-
териала в шаровой планетарной мельнице 
Pulverisette-7. При этом время измельчения 
составляло 30, 60 и 120 минут. Проведенные 

АСМ-исследования полученных порошков 
показали, что уже при времени измельчения 
60 минут размер частиц в механоактивиро-
ванном биологическом материале достигает 
40–100 нм. При дальнейшем измельчении 
дисперсность частиц материала практиче-
ски не изменяется. 

Рентгеновские дифрактограммы исход-
ного и измельченного порошков плаценты 
человека представлены на рис. 2. Как в ис-
ходном, так и МА состоянии аллоплацента 
находится в рентгеноаморфном состоянии. 
Отсутствие структурных рефлексов α-Fe 
свидетельствует о том, что при механиче-
ском измельчении в пределах чувствитель-
ности метода рентгеновской дифракции не 
произошло загрязнения образцов материа-
лом используемых измельчающих тел. При 
этом содержание Si в образцах как до, так 
и после механической активации, по дан-
ным эмиссионной спектроскопии, не превы-
шает 0,005 – мас. %, остальных элементов – 
0,0002 мас. %, что также свидетельствует об 
отсутствии загрязнения образцов.

Рис. 2. Рентгеновские дифрактограммы аллоплаценты: 
а – до; б – после механоактивации

ИК-спектры исходной и МА плаценты 
представлены на рис. 3. Хорошо видно, что 
они практически идентичны за исключе-
нием небольшого перераспределения ин-
тенсивностей полосы в области больших 
волновых чисел. Изменение соотношения 
интенсивностей сигнала механоактивиро-
ванного образца в области 2400–2800 см–1, 
а также 3200–3500 см–1 свидетельствует 
о деструкции как внутримолекулярных, 
так и межмолекулярных водородных свя-
зей в процессе механообработки. Посколь-

ку мы имеем дело с чрезвычайно сложным 
органическим объектом, который содер-
жит большое количество всевозможных 
органических структур об остальных из-
менениях без дополнительных исследова-
ний (масс-спектрометрии, ЭПР, ЯМР-ис-
следований и т.д.) по результатам одной 
только ИК-спектроскопии говорить труд-
но. Можно отметить, что спектры по виду 
походят на отдельные белковые структуры, 
а также соединения с гетерогенной цикли-
ческой связью.

Рис. 3. ИК-спектры исходного порошка плаценты и порошка плаценты человека после механоактивации
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В целом из приведенных выше результа-
тов исследований следует, что механическое 
измельчение не загрязняет измельчаемую 
плаценту, в ней не происходит каких-либо 
существенных механоиндуцированных хи-
мических превращений и, соответственно, 
изменения ее химического состава. 

При микроскопическом изучении среза 
биоконтейнера внутри пуповинного сосуда 
наблюдаются мелкие пылевидные частицы 
синевато-сиреневого цвета – агломераты 
нанодисперсного порошка аллоплаценты, 
которые не превышают 1–2 мкм в диаме-

тре и совпадают по размеру с агрегатами 
порошка МА плаценты до имплантации. 
При анализе контрольного биологическо-
го материала плаценты обнаруживается, 
что размер не подвергавшегося механо-
активации материала значимо превышает 
50 мкм, приближаясь по размерам к над-
клеточным тканевым структурам. Эти 
данные подтверждаются всеми исполь-
зованными методами (свеотооптические 
гистологические методы, лазерная кон-
фокальная и атомно-силовая микроско-
пия (рис. 4).

                     а                                             б                                                 с
Рис. 4. Плацента в биоконтейнере:

а – конфокальное лазерное изображение МА биоматериала; б – профиль вдоль линии; 
с – АСМ изображении макродисперсного биоматериала в контроле

В ходе проведенных эксперименталь-
ных исследований выявлено, что послеопе-
рационный период у кроликов протекал без 
видимых осложнений. Также не наблюда-
лось явной картины отторжения и вторич-
ной инфекции.

В ранние сроки после имплантации БК 
на 3–7-е сутки во всех рассмотренных слу-
чаях имплантат сосуда пуповины сохра-
нялся. Отмечалась умеренная воспалитель-
ная инфильтрация как стенки сосуда, так 
и окружающей конъюнктивы и субконъ-
юнктивальной основы. Это проявлялось 
в лимфоцитарно-моноцитарных клеточных 
ответах, умеренной инфильтрации моно-
нуклолеарами тканей прилежащей склеры 
и конъюнктивы, появлении отдельных лей-
коцитов в стенке и в содержимом биокон-
тейнера. При этом в контроле проявления 
клеточных реакций были менее выражены. 
Прилегающий участок склеры реципиента 
в опыте характеризовался разрыхлением 
стромы, между коллагеновыми волокнами 
которой видны нейтрофилы и лимфоциты, 
а также мелкие полихромно окрашенные 
пылевидные частицы, аналогичные наблю-
даемым при исследовании гистологическо-
го среза биоконтейнера. При этом отмече-

но сохранение наноразмерной структуры 
измельченной плаценты 40–100 нм. Раз-
волокнение поверхностных слоев склеры 
в контроле, их инфильтрация под биокон-
тейнером не отмечались.

Для исследования скорости проникно-
вения нанодисперсной плаценты в толщу 
склеры были проведены спектроскопиче-
ские исследования поперечного среза скле-
ры по точкам и биологического контейнера 
на 7-е сутки после имплантации БК. В ка-
честве контрольных точек исследовалась 
МА плацента человека и интактная склера. 
Представленные на рис. 5 спектры дают 
представление о распределении интенсив-
ностей для различных участков склеры. 
Сопоставление этих кривых показывает 
следующее: для спектров, соответствую-
щих точкам 1 и 2, максимум интенсивности 
отвечает длинам волн, лежащим в интер-
вале 540–550 нм, и соответствует макси-
муму, наблюдаемому в спектре интактной 
склеры с небольшим смещением в сторону 
длинных волн (не более 5 нм). На кривых 
для точек 3–5 наблюдаются два максимума: 
первый максимум отвечает длинам волн 
545–555 нм; второй максимум смещен в сто-
рону длинных волн и лежит в интервале 
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от 554 до 570 нм. Эти данные приводят 
к выводу, что на участках 3–5 содержится 
вещество, максимум которого совпадает 
с максимумом для МА плаценты и соот-
ветственно на этих участках произошло 
взаимодействие ткани склера с НБМ. Таким 

образом, на 7-е сутки имплантации в опы-
те наблюдается проникновение МА частиц 
плаценты в толщу склеры на 2/3 ее тол-
щины, что можно объяснить облегченной 
диффузионной миграцией наноразмерных 
частиц через поры в толще склеры.

Рис. 5. Флуоресцентные спектры в опыте 
(на 7-е сутки после имплантации)

В отдаленные сроки наблюдения 
(2–3 мес.) происходит полное рассасыва-
ние БК в зоне имплантации, при этом в зоне 
введения наблюдалась выраженная грану-
ляционная ткань, представленная соеди-
нительнотканной капсулой на поверхности 
склеры. В опыте в наружных слоях склеры 
наблюдалось увеличение числа активных 
фибробластов, окруженных новообразован-
ными коллагеновыми волокнами, что хоро-
шо было видно при окраске пикрофуксином 
по Ван-Гизону. Однако при использовании 
БК с крупнодисперсной плацентой новооб-
разование коллагеновых волокон в самой 
склере не отмечено.

Заключение 
Таким образом, механоактивация био-

логического материала плацентарного 
происхождения, приводит к увеличению 
дисперсности материала, не изменяя его 
химического состава. В результате прове-
денной механообработки плацента стано-
вится нанодисперсным рентгеноаморфным 
порошком, что облегчает диффузионную 
миграцию частиц имплантата через поры 
(размером до 100 нм) в толщу склеры. По-
лученный наноразмерный материал, обла-
дая высокой степенью диспергированно-
сти, вероятно, одновременно приобретает 
новые специфичные для него свойства. Так, 

в результате интенсивного механического 
измельчения происходит значительное раз-
рушение макромолекулярных комплексов 
с изменением их стереометрических пара-
метров, изменением антигенных свойств 
материала. При анализе на уровне ИК-
спектра выявляется повышенная гидро-
фильность полученного материала. Все 
это с учетом повышенной диффузионной 
способности может быть основой для по-
вышения биологической активности иссле-
дованного нанодисперсного материала. Это 
позволяет шире варьировать объем введе-
ния донорских тканей, уменьшить травма-
тические последствия хирургического вме-
шательства. 
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