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Аннотация 
Биоактивное стекло (биостекло) обычно синтезируется стандартным золь-гель методом, состоящим из двух основных 
этапов формирования золя и геля. Однако на превращение золя в гель уходит много времени (5-7 дней). В данном 
исследовании для ускорения синтеза биоактивного стекла путем сокращения времени превращения золя в гель 
применялась гидротермальная система. Стандартный золь-гель метод с использованием гидротермальной системы 
применялся для синтеза биоактивного стекла 0SiO2-30CaO (мол. %) (известного как 70S30C). Синтетическое стекло 
исследовалось физико-химическими методами. Для оценки биоактивности синтетического материала также 
проводились эксперименты в условиях in vitro в SBF-растворе (синтетическая жидкость). В результате стандартным 
золь-гель методом с использованием гидротермальной системы было успешно получено биоактивное стекло 70S30C. 
По сравнению со стандартным методом время синтеза значительно сократилось. Физико-химическими методами 
подтверждено, что синтетическое стекло является аморфным материалом с мезопористой структурой, состоящей 
из взаимосвязанных частиц. Удельная поверхность, объем пор и средний диаметр пор синтетического стекла имеют 
следующие показатели: 142.8 м2/г, 0.52 см3/г и 19.1 нм соответственно. Кроме того, синтетическое биоактивное 
стекло проявило особую биоактивность при погружении в SBF-раствор на 1 день и показало хорошую 
биосовместимость при культивировании в клеточной среде.
Ключевые слова: биоактивное стекло, золь-гель с использованием гидротермальной системы, биоактивность, in 
vitro, жизнеспособность клетки
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1. Введение
В последние пятьдесят лет биоактивное сте-

кло (биостекло) разрабатывают и применяют в 
качестве материала для искусственных костей, 
компонентов для зубных пломб, имплантов и 
костных протезов в ортопедической хирургии 
для восстановления поврежденных и поражен-
ных костей [1–2]. Их биоактивность демонстри-
руется формированием нового слоя гидрокси
апатита Ca10(PO4)6(OH)2 (ГA) на поверхностях, ког-
да они пересаживаются в поврежденные и сло-
манные кости человеческого тела. ГA – это неор-
ганический компонент человеческих костей, по-
этому он выступает в роли взаимосвязанного со-
единения, скрепляющего искусственный транс-
плантат из биостекла с настоящей костью, с по-
мощью которого восстанавливаются и заполня-
ются сломанные или отсутствующие кости [3–5]. 

Первое стекло с составом 45SiO2–24.5CaO–
24.5Na2O–6P2O5 (мас.%) (обозначаемое как 45S5) 
открыл Ларри Хенч в 1969 г. [6]. После этого изо-
бретения исследовались, синтезировались и 
применялись многие системы биостекла с та-
кими различными составами, как 46S6, 58S, 55S, 
70S30C, S53P4 и т. д. 

Существует два основных метода синтеза 
биостекла. Первый состоит в плавлении прекур-
соров при высоких температурах (метод плавле-
ния). Таким методом можно быстро подготовить 
большое количество систем стекла. Однако для 
него требуется синтез при высоких температу-
рах (выше 1350 °C), из-за чего могут улетучи-
ваться такие летучие компоненты, как P2O5, что 
приведет к отклонениям в составе синтетиче-
ского биостекла и низким показателям удельной 
поверхности полученных материалов [7]. Вто-
рой метод заключается в синтезировании сис-
тем стекла в растворе, где протекают процессы 
формирования золя и геля (золь-гель метод). В 
этом случае отсутствуют недостатки, присущие 
методу плавления, так как процесс проходит 
при низких температурах, а в результате полу-
чают системы стекла с более высокими показа-
телями удельной поверхности, что повышает их 
активность [8–9]. При этом при использовании 
золь-гель метода на синтез уходит много време-

ни, потому что превращение золя в гель обычно 
занимает от нескольких дней до одной недели. 
Таким образом, для более эффективного полу-
чения материалов биостекла и ускорения синте-
за следует применять модифицированные золь-
гель процессы. С другой стороны, измененные 
процессы синтеза могут придать системам син-
тетического стекла новые свойства. 

Целью данной работы являлся синтез био
стекла 70SiO2–30CaO (мол. %) посредством гид
ротермального золь-гель метода, благодаря ко-
торому значительно сокращается время синтеза. 
Было проведено исследование физико-химиче-
ских характеристик и биоактивности синтетиче-
ского биостекла.

2. Экспериментальная часть
2.1. Синтез биоактивного стекла

Биостекло 70SiO2–30CaO (мол. %), выбран-
ное для данного исследования, хорошо известно 
и ранее изучалось в других работах, где его син-
тезировали золь-гель методом [7–10]. Основные 
прекурсоры синтеза биостекла включали тетра-
этил-ортосиликат Si(OCH2CH3)4 (TEOS, ≥ 99.0 %, 
Sigma-Aldrich), тетрагидрат нитрата кальция 
Ca(NO3)2.4H2O (CNT, ≥ 98 %, Merck). Ниже описан 
стандартный золь-гель метод для синтеза биосте-
кла с использованием гидротермальной системы. 
Сначала к 25.2 г дистиллированной воды добави-
ли 29.2 г тетраэтоксисилана (TEOS) и 14.2 г УНТ. 
Было выбрано молярное соотношение H2O/TEOS 
равное 10. Показатель pH смеси отрегулировали 
до 1.5 путем добавления раствора 1M HNO3. Золь 
формировался после перемешивания в течение 
1 часа при комнатной температуре (32.2 °C). По-
том сформировавшийся золь помещали в покры-
тую тефлоном систему из нержавеющей стали, ко-
торую затем нагревали в печи при 150 °C в тече-
ние 12 часов. После этого получившийся гель вы-
сушивали при 150 °C в течение 24 часов. Наконец, 
путем спекания высушенного геля при 700 °C в те-
чение 3 часов получали биостекло. Для изучения 
фазовой эволюции другие образцы высушенного 
геля нагревали при 800 и 1000 °C в течение выше-
указанного времени. Стандартный золь-гель син-
тез биостекла с использованием гидротермальной 
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системы кратко описан на рис. 1. Стоит отметить, 
что в данном исследовании на синтез биостекла 
понадобилось значительно меньше времени по 
сравнению со стандартным золь-гель процессом.

2.2 Тест in vitro в SBF-растворе
Биоактивность синтетического стекла иссле-

довалась с помощью экспериментов in vitro по 
методу Кокубо [11]. Материал стекла погружали в 
раствор синтетической жидкости (SBF) при ско-
рости перемешивания 100 об/мин и температуре 
37 °C на 1, 2, 7, 10 и 15 дней. Раствор синтетиче-
ской жидкости (SBF) с неорганическими ионны-
ми компонентами, схожими с кровью человека, 
был синтезирован в лаборатории. Состав раство-
ра синтетической жидкости (SBF) представлен в 
табл. 1. После погружения в раствор синтетиче-
ской жидкости (SBF) на поверхности материала 
стекла, если оно было биоактивно, формировал-
ся слой гидроксиапатита (ГA). 

2.3 In vitro в клеточной среде
Тесты in vitro проводились в соответствии с 

протоколами, описанными Т. Мосманном [12]. 
В качестве культурной среды использовалась 
стандартная среда DMEM (Sigma Chemical Co., 
Сент-Луис, штат Миссури), состоящая из 15 мМ 
ГЭПЭС, 2 мМ L-глутамина, 10 % FBS (фетальной 
бычьей сыворотки), 100 МЕ/мл пенициллина и 
100 мкг/мл стрептомицина. Остеобласт-подоб-
ный SaOS2 и эндотелий-подобный Eahy926 куль-
тивировались в DMEM при 37 °C во влажной ка-
мере с 5 % CO2 и влажностью 95 %.

Цитотоксичность определялась с помощью 
колориметрического МТТ-теста. МТТ (3- (4,5-Ди-
метилтиазол-2-ил) -2,5-дифенилтетразолия бро-
мид, желтый тетразол) восстанавливался до пур-
пурного формазана в митохондриях живых кле-

ток. Поглощающую способность этого окрашен-
ного раствора можно определить измерением на 
определенной длине волны (обычно между 500 
и 600 нм) с помощью спектрофотометра. Мак-
симум поглощения зависит от используемого 
растворителя. Подобное восстановление про-
исходит только в случае активности митохонд-
риальных энзимов редуктазы, поэтому превра-
щение может быть напрямую связано с количе-
ством живых клеток. 

2.4. Физико-химические характеристика
Термические свойства биостекла в состоянии 

после спекания исследовались с помощью тер-
могравиметрии и дифференциальной сканиру-
ющей калориметрии (TG-DSC, SETERAM, LABSYS 
Evo). Образец порошка помещали в платиновый 
тигель и затем нагревали от комнатной темпера-
туры до 1000 °C при скорости 10 K/мин–1 в сухом 
воздухе. На основе этого анализа была выбрана 
подходящая температура для стабилизации син-
тетического биостекла. Удельную поверхность, 
объем пор и средний диаметр пор синтетиче-
ского стекла измеряли адсорбцией-десорбцией 
N2 с помощью микрометрического порозиметра 
(Quantachrome Instruments). Удельную поверх-
ность высчитывали методом Брунауэра–Эмме-
та–Теллера (БЭТ). Размер и объем пор получали 
из ветви десорбции изотермы с помощью ме-
тода Брунауэра–Эммета–Теллера (БЭТ). Мор-
фологию синтетического стекла изучали поле-
вым эмиссионным сканирующим электронным 
микроскопом (FE-SEM, S-4800, Япония). Фазо-
вый состав синтетических образцов исследовал-
ся с помощью рентгенофазового анализа (РФА, 
D8‑Advance) с использованием CuKa излучения 
(l = 1.5406 Å). Образцы сканировались в диапа-
зоне от 5 до 80° (2q) с шагом 0.02°. Состав синте-

Рис. 1. Схема гидротермального золь-гель синтеза биостекла 70S

Таблица 1. Ионная концентрация раствора SBF (ммоль/л)

Состав Na+ K+ Ca2+ Mg2+ Cl– HCO3
– HPO4

2–

SBF 142.0 5.0 2.5 1.5 148.0 4.2 1.0

Плазма 142.0 5.0 2.5  1.5 103.0 27.0 1.0
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тического стекла определяли рентгенофлуорес-
центным анализом (PHILIPS, PW2400). Влияние 
времени погружения на pH и концентрации Si, 
Ca и P определяли с помощью рН-метра и опти-
ко-эмиссионной спектрометрией с индуктивно-
связанной плазмой (ICP-OES) (ICP 2060). 

3.  Результаты и обсуждение
3.1. Характеристика синтетического 
биоактивного стекла

Кривые ТГА и ДСК высушенного геля пред-
ставлены на рис. 2. Два интервала потери мас-
сы были найдены в диапазонах 30–279 и 279–
658 °C. Первая потеря массы с эндотермиче-
ским пиком при 155.6 °C приписывается удале-
нию воды. Вторая с эндотермическим пиком при 
492.6 °C была характерна для разложения групп 
NO3

– [10]. Экзотермический пик без потери массы 
при 944.5 °C был связан с кристаллизацией фазы 
CaSiO3 [10,14]. С помощью термического анализа 
была определена подходящая температура для 
кальцинации в 700 °C, при которой группы ни-
тратов полностью удаляются. 

На рис. 3 представлены рентгенограммы 
образца, нагретого до 700, 800 и 1000 °C. На РФА-
дифрактограмме синтетического биоактивного 
стекла, полученного при 700 ° C, показаны не-
сколько широких дифракционных ореолов, ха-
рактерных для аморфного материала. Таким 
образом, биоактивное стекло 70SiO2–30CaO, по-
лученное гидротермальным золь-гель методом, 
все еще сохраняет свойства стекла, как если бы 
оно было синтезировано традиционным золь-
гель методом [10, 14]. Состав синтетического 
биостекла анализировали с помощью рентгено-

флуоресцентной спектроскопии. По сравнению 
с рассчитанным составом, состав синтетическо-
го биостекла имеет небольшие отличия (табл. 2). 
Разницу можно объяснить аморфной структурой 
синтетического биостекла, которая приводит к 
неравномерному распределению элементов Ca, 
P и O в системе синтетического биостекла. РФА-
дифрактограмма образца, нагретого при 1000 oC, 
подтвердила кристаллизацию фазы CaSiO3 со-
гласно анализу ТГА и ДСК.

Таблица 2. Состав биостекла 70SiO2–30CaO

Компонент (мол. %) SiO2 CaO
Номинальный 70 30

Проанализированный 73.6 26.4

Текстура и морфология синтетического био-
стекла были исследованы с помощью адсорбции-
десорбции N2 и анализов, проведенных автоэлек-
тронной сканирующей микроскопией (рис.  4). 
Изотерма синтетического биостекла относи-
лась к IV типу по номенклатуре ИЮПАК, типич-
ной для мезопористого материала с диаметром 
пор в диапазоне 2–50 нм (рис. 4а) [15–17]. Пет-
ля гистерезиса относится к типу H2, определяе-
мому по комплексной структуре пор, где важен 
сетевой эффект. Крутую ветвь десорбции мож-
но приписать блокировке пор или перколяции в 
узком диапазоне сужения пор [16]. По ветви ад-
сорбции изотермической кривой распределение 
пор по размеру и объему для синтетического би-
остекла было получено с помощью модели БЭТ. 
Текстурные свойства синтетического биостекла 
кратко описаны в табл. 3. Текстурные показате-
ли биостекла, полученного с помощью «зелено-
го» синтеза, схожи с показателями для биостекла 

Рис. 2. ТГА и ДСК анализ биоактивного стекла в 
состоянии после спекания

Рис. 3. РФА-дифрактограмма образцов, нагретых 
при 700, 800 и 1000 °C
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с таким же составом, полученным традиционным 
золь-гель методом [10]. Морфологию синтетиче-
ского биостекла изучали с помощью анализа ТГА 
и ДСК. Наблюдение показало очевидные скопле-
ния, состоящие из мелких частиц, которые, бу-
дучи связанными между собой, образуют мезо-
пористую структуру синтетического биостекла 
(рис. 4б). Согласно литературным данным, иммо-
билизация Ca2+ на поверхности частиц диоксида 
кремния меняет химический состав их поверх-
ности, что приводит к агрегации частиц [18–19]. 
Под влиянием гидротермической реакции ионы 
Ca2+ могут диффундировать и выступать в роли 
мощных сшивающих агентов между частицами 
диоксида кремния, что приводит к значитель-
ной агрегации частиц. 

 3.2. Биоминерализация
На рис. 5 показаны дифрактограммы РФА 

синтетического биоактивного стекла после по-
гружения в SBF-раствор на 1, 2 и 7 дней. Нали-
чие минерала апатита подтвердилось четким 
появлением двух пиков гидроксиапатита при 
26° (002) и 32° (211) [JCPDS: 09432]. Полученный 
результат схож с предыдущим исследованием 
того же биоактивного стекла, синтезированного 
традиционным золь-гель методом и подчерки-
вает биоактивность биоактивного стекла, полу-
ченного гидротермальным золь-гель методом, 
который применялся в данной работе [10, 14]. 

На рис. 6 показаны изображения биоактив-
ного стекла, полученные с помощью FE-SEM, 
после разного количества дней в SBF-растворе. 
Формирование нового ГA определялось по но-
вому кристаллическому слою, покрывающему 
поверхности образцов стекла после их погруже-
ния, по сравнению с образцами до погружения. 
Это показано на рис. 4б.

 3.3. Деградация биоактивного стекла в SBF 
Ионное поведение в растворе синтетиче-

ской жидкости (SBF) в качестве функции време-

Рис. 4. а) Изотермы адсорбции-десорбции N2 и б) Изображения синтетического биоактивного стекла, 
полученные с помощью FE-SEM

Таблица 3. Характеристики биоактивного стекла 70SiO2–30CaO по адсорбции-десорбции азота

Образец Удельная поверхность 
(м2/г) Общий объем пор (см3/г) Средний диаметр пор 

(нм)
70SiO2–30CaO 142.8 0.52 19.1

Рис. 5. РФА-дифрактограмма биоактивного стекла 
после погружения в SBF на 1, 2 и 7 дней
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ни погружения представлено на рис. 7. Ионные 
изменения связаны с поверхностными реакци-
ями между биоактивным стеклом и раствором 
SBF [6, 20]. 

Показатель pH значительно вырос в первые 
семь дней погружения. Данное наблюдение со-
ответствует быстрому ионному обмену Ca2+ из 
биоактивного стекла и H+ в растворе SBF в виде 
следующей реакции: 

(–Si–O–Si–O–)Ca2+ + H+ →  
→ –Si–O–Si–OH + Ca2+		  (1) 

Потребление H+ в реакции 1 приводит к по-
вышению показателя pH. После этого показа-
тель pH остается практически неизменным до 
конца реакции 1. 

Выделение Si происходит в связи с раство-
рением системы стекла в SBF-растворе путем 
разрушения ковалентных связей –Si–O–Si–OH, 
как в реакции 2: 

(–Si–O–Si–OH) + H2O → Si(OH)4	 (2) 

Концентрация Si сильно увеличилась за семь 
дней погружения, после чего наступило насы-
щение, при котором происходит реполимериза-
ция кремниевой кислоты Si(OH)4, и на поверх-
ности образца стекла образуется слой диоксида 
кремния SiO2. 

Присутствие Ca и P в растворе синтетической 
жидкости (SBF) было связано с двумя источника-
ми. Первый – это компоненты Ca и P, присутство-
вавшие в первоначальном растворе. Второй – это 
количество Ca и P, выделившееся в результате ре-
акции стекла с SBF-раствором. После реакции 1 
концентрация Ca в SBF-растворе повышается. Од-
нако на протяжении всего времени погружения 
было отмечено значительное снижение содержа-
ния Ca. Подобное наблюдалось и с количеством 
P. Содержание компонентов Ca и P снижалось в 
связи с их расходом на осаждение слоя апатита 
на поверхности стекла. Заметный расход Ca и P в 
течение первых двух дней погружения в SBF под-
твердил высокую биоактивность синтетического 
биоактивного стекла. После двух дней погруже-

Рис. 6. Изображения биоактивного стекла после погружения в SBF на 1, 2 и 7 дней, полученные с помо-
щью FE-SEM

Рис. 7. Ионная концентрация раствора SBF во время эксперимента in vitro
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ния концентрация Ca и P оставалась практически 
стабильной, тогда как показатель pH повышался 
до седьмого дня. Данное явление можно объяс-
нить непрерывной деградацией биостекла в ре-
акции 1 одновременно с объединением компо-
нентов Ca и P для формирования слоя ГA на по-
верхности образца стекла. Полученный резуль-
тат соотносится с РФА, согласно которому слой 
ГA формировался после 1 и 2 дней погружения.

 3.4. Жизнеспособность клеток
Жизнеспособность клеток в кондиционной 

среде биоактивного стекла 70SiO2-30CaO пред-
ставлена на рис. 8. После 2 дней культивирова-
ния жизнеспособность клеток составляла 119 и 
128 % для остеобласт-подобного SaOS2 и эндо-
телий-подобного Eahy926 соответственно. Жиз-
неспособность клеток без контакта с биоактив-
ным стеклом учитывалась в качестве контроль-
ного показателя (100 %). Полученные результаты 
подтвердили биосовместимость синтетического 
биоактивного стекла с двумя культивируемыми 
клетками. Спустя 7 дней было отмечено сниже-
ние жизнеспособности остеобласт-подобного 
SaOS2 и эндотелий-подобного Eahy926. В связи 
с этим потребовалось обновление среды культи-
вации. Согласно стандарту ISO 10993‑5 (Биологи-
ческая оценка медицинских приборов – Часть 5: 
Тест на цитотоксичность, методы in vitro), жиз-
неспособность клеток выражена в качестве соот-
ношения относительно контрольного значения, 
равного 100 % [21]. Если средняя жизнеспособ-
ность клеток в тестируемых образцах составля-
ет менее 70 %, материал считается цитотоксич-
ным. В соответствии с этим стандартом в биоак-

тивном стекле 70SiO2–30CaO, синтезированном 
гидротермальным золь-гель методом, отсутст-
вует токсичность по сравнению с контрольным 
образцом. Синтетическое биоактивное стекло, 
полученное в данном исследовании, может най-
ти потенциальное применение в качестве заме-
нителя костной ткани. 

 4. Заключение 
Биоактивное стекло 70SiO2–30CaO (мол. %) 

было успешно получено гидротермальным золь-
гель методом. Полученное стекло является пол-
ностью аморфным материалом с мезопористой 
структурой. Анализ in vitro, проведенный в рас-
творе синтетической жидкости (SBF), подтвер-
дил особую биоактивность синтетического сте-
кла путем образования апатитовой фазы спустя 
всего один день после погружения в раствор син-
тетической жидкости (SBF). Тест in vitro в присут-
ствии клеточной культуры подтвердил хорошую 
биосовместимость синтетического биоактивно-
го стекла, особенно с учетом того, что процесс 
синтеза прост и занимает меньше времени по 
сравнению с традиционным золь-гель методом. 
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