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W artykule przedstawiono wyniki badań wytworzonych bioszkieł w układzie 
CaO-SiO

2
-P

2
O
5
 dotowanych Mg lub Sr, lub Au. W ramach przeprowadzo-

nych badań określono morfologię otrzymanych bioszkieł, a także ich bioak-
tywność w warunkach in vitro oraz oddziaływanie cytotoksyczne na komórki 
L929. Ponadto, bioszkło dotowane Au poddano badaniu przy użyciu mikro-
skopu transmisyjnego z analizą EDS. Stwierdzono, że wytworzone bio-

szkła in vitro w kontakcie z symulowanym płynem fizjologicznym (SBF) 

są bioaktywne oraz nie oddziałują cytotoksycznie na komórki L929. 

Bioaktywne szkła i materiały szkło-ceramiczne stosowane są w chirurgii do wy-

pełniania ubytków kostnych [1]. Ciągle jednak poszukuje się nowych rozwiązań 

dla lepszej integracji biomateriału z tkanką kostną poprzez tworzenie apatytowej 

warstwy pośredniej, zapewniającej wiązanie z kością lub pełnej resorbowalności 

biomateriału i zastąpienia go nową tkanką kostną. Proces tworzenia warstwy 

apatytu, stanowiącej obszar przejściowy, inicjują uwalniane z biomateriałów 
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jony wapnia łączące się z anionami fosforanowymi obecnymi w płynie ustrojo-

wym [2]. Obecność innych jonów w składzie biomateriału, w tym jonów fosfo-

ru, jest również korzystna.

Modyfikacja składu bioszkieł przez częściowe zastąpienie w sieci szkła jonów 
Ca jonami Mg lub Sr wpływa więc na wzrost reaktywności powierzchniowej 
bioszkieł, co podwyższa zdolność tworzenia hydroksyapatytu podczas kontaktu 
z płynem fizjologicznym. Obecność jonów Mg2+ w składzie biomateriału powo-

duje, że pod względem chemicznym powstająca warstwa apatytu jest podobna 
do apatytu biologicznego [3], a dodatkowo jony te pełnią ważną funkcję w pro-

cesach metabolicznych, stymulując produkcję blaszek kostnych. Zaś obecność 
w składzie biomateriału jonów strontu, działających osteoindukcyjnie, wpływa 
na lepszą proliferację komórek kostnych. Natomiast złoto [4] należy do grupy 
ultraelementów działających przeciwbakteryjnie oraz aktywuje procesy metabo-

liczne poprzez oddziaływanie na enzymy. Zastosowanie niektórych silanów jako 
reagentów do syntezy bioszkieł metodą zol-żel także może zwiększać ich bioak-

tywność [5]. Bioszkło z udziałem winylotrimetoksysilanu (VS) [6] w testach in 

vitro wykazało mniejszy stopień toksyczności.

Z wymienionych względów podjęto badania dotyczące otrzymania zmodyfiko-

wanych bioszkieł zawierających wybrane pierwiastki dla wytworzenia bioma-
teriałów o podwyższonej bioaktywności, które mogłyby wspomagać przebieg 
procesów fizjologicznych kościotworzenia. Obecność nawet niewielkich ilości 
proponowanych pierwiastków powinna wpływać na aktywność enzymów zwią-
zanych z działaniem komórek kostnych.

Opracowano pięć składów chemicznych bioszkieł zawierających 65% mas. SiO
2
, 

5% mas. P
2
O

5
, 5% mas. winylotrimetoksysilanu (VS) oraz 23–25% mas. CaO 

dotowanych Mg lub Sr, lub Au. Bioszkła wytworzono metodą zol-żel, używając 
jako zasadniczych substratów tetraetoksysilan (TEOS), azotan wapnia cztero-

wodny i fosforan trietylowy. Do wprowadzenia Mg i Sr użyto azotanów, zaś Au 
wprowadzono kwasem chlorozłotowym. Jako rozpuszczalnik zastosowano alko-

hol etylowy, a 2M HCl stanowił katalizator reakcji. Roztwory mieszano przy 
użyciu mieszadła magnetycznego, a następnie przetrzymywano w warunkach 
otoczenia. Po 20 h umieszczono roztwory w suszarce utrzymującej temperatu-

rę 40oC, 60oC, 80oC i 120oC. Wysuszone żele złożono w tyglach alundowych 
i przeprowadzono wygrzewanie w piecu elektrycznym w temperaturze 600oC.

Otrzymane bioszkła poddano badaniom, których celem było określenie ich bio-

aktywności na podstawie zmian w obrazach mikroskopowych SEM powierzchni 
przed i po kontakcie z roztworem symulującym płyn fizjologiczny (SBF) oraz 
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cytotoksyczności. Próbki bioszkieł dotowane złotem poddano dodatkowo bada-
niu przy użyciu mikroskopu transmisyjnego z analizą EDS. 

Z otrzymanych proszków uformowano pastylki o wymiarach: średnica – 7 mm 
i wysokość – 2 mm przy użyciu prasy hydraulicznej PYTE, stosując prasowanie 
osiowe o nacisku 5 kN. Następnie w szczelnie zamykanych naczyniach zawie-
rających 65 ml roztworu SBF umieszczono po 5 pastylek każdego rodzaju bio- 
szkła. Inkubację bioszkieł w SBF prowadzono przez 28 dni w temperaturze 37oC. 
Próbki do badań pobierano po 7 i 28 dniach, przemywano wodą destylowaną 
i suszono. Morfologię powierzchni otrzymanych w ten sposób bioszkieł badano 
przed i po kontakcie z SBF z użyciem wysokorozdzielczego skaningowego mi-
kroskopu elektronowego Nova NanoSEM 200 firmy FEI. 

Badanie działania cytotoksycznego wytworzonych bioszkieł przeprowadzono 
zgodnie z PN-EN ISO 10993-5 – Biologiczna ocena wyrobów medycznych. 
Część 5: Badania cytotoksyczności: metody in vitro. Badania wykonano metodą 
bezpośredniego i pośredniego kontaktu z jednowarstwową hodowlą komórek 
L929 po 24 h, 48 h i 72 h. Zmiany ilościowe i morfologiczne komórek pod 
wpływem badanych bioszkieł oceniono w odwróconym mikroskopie kontrasto-
wo-fazowym. W celu określenia ilości martwych komórek zastosowano barwie-
nie błękitem trypanu. Komórki martwe wybarwiły się na granatowo, co było 
spowodowane wnikaniem barwnika do wnętrza komórki poprzez uszkodzoną 
błonę komórkową. Żywe komórki pozostały opalizujące i niezabarwione.

Ocenę każdej próbki z udziałem bioszkła w metodzie bezpośredniej lub jego 
eluatu w metodzie pośredniej wykonano w trzech powtórzeniach dla każdego 
materiału i przedstawiono reprezentatywne wyniki badań.

Do badań wykorzystano linię L929 komórek fibroblastopodobnych otrzymanych 
z podskórnej tkanki tłuszczowej myszy (ATCC CCL 1). Hodowlę komórek L929 
prowadzono w płynie hodowlanym Eagle’a z dodatkiem 10% inaktywowanej 
przez 30 min w temperaturze 56oC surowicy cielęcej oraz 100 U/ml penicyliny, 
100 μg/ml streptomycyny i 2 mM/ml L-glutaminy w temperaturze 37°C i w at-
mosferze 5% CO

2
. Komórki przeszczepiano, stosując roztwór 0,05% trypsyny 

z 0,02% EDTA w PBS, o pH 7,2.

W badaniu z bezpośrednim kontaktem komórek z bioszkłami, na płytce 24- 
-dołkowej firmy Costar, zakładano hodowlę komórek L929 o gęstości 1 x 105/ml 
i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO

2
. Po tym czasie 

płyn znad komórek usunięto, a jednowarstwową hodowlę komórek zalano pły-
nem hodowlanym w ilości 1 ml z dodatkiem 2% surowicy cielęcej. Na tak przy-
gotowaną hodowlę komórek nałożono próbki badanych materiałów i inkubowa-
no przez 24, 48 oraz 72 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO

2
. Badania 

przeprowadzono przy udziale bioszkieł 20 mg/ml, 10 mg/ml i 5 mg/ml.

W metodzie pośredniej do przygotowania wyciągów użyto 30 mg bioszkieł 
w formie proszku, które zalano 6 ml płynu hodowlanego Eagle’a z surowi-
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cą cielęcą (2%) i dodatkiem 100 U/ml penicyliny, 100 μg/ml streptomycyny  
i 2 mM/ml L-glutaminy. Tak przygotowane próbki badanych bioszkieł inkubo-
wano przez 24 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO

2
. Po tym czasie 

wyciągi zebrano do jałowych probówek i wykonano badanie cytotoksyczności. 
Na płytce 24-dołkowej zakładano hodowlę komórek L929 o gęstości 1 x 105/ml 
i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO

2
. Po tym czasie 

płyn znad komórek usunięto, a jednowarstwową hodowlę komórek L929 zala-
no po 1000 μl płynem znad zawiesiny proszków i inkubowano w temperaturze 
37°C, w atmosferze 5% CO

2
. 

Obrazy SEM bioszkieł przed zanurzeniem w SBF i po 28-dniowej inkubacji 
przedstawiają ryciny 1–4. 

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 1. Bioszkło P5-VS: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 2. Bioszkło P5-VS-Mg: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF
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Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 3. Bioszkło P5-VS-Sr: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 4. Bioszkło P5-VS-Au: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF

Po inkubacji w roztworze SBF na powierzchni wytworzonych bioszkieł tworzą 
się agregaty struktur typowych dla morfologii apatytu uzyskiwanego w sposób 
biomimetyczny. Przy czym na powierzchni próbek P5-VS i P5-VS-Mg powstał 
apatyt płatkowy.
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Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 5. Obraz HAADF cząstki bioszkła o symbolu P5-VS-Au  

oraz odpowiadające analizy EDS wykonane w zaznaczonych punktach

Wyniki otrzymane za pomocą TEM dla proszku P5-VS-Au przedstawiają bar-
dzo drobne wydzielenia (~10 nm) nierównomiernie rozłożone w matrycy oraz 
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niewielką ilość większych wydzieleń (~200 nm). Oba typy wydzieleń zidenty-
fikowano przy użyciu EDS jako Au, co przedstawia rycina 5 z odpowiadającą 
analizą punktową. Na obrazie HAADF mikrostruktury bioszkła P5-VS-Au wi-
doczna jest morfologia płatkowa nośnika i regularna nanocząstek Au.

4.3.1. BADANIE CYTOTOKSYCZNEGO DZIAŁANIA 

METODĄ BEZPOŚREDNIEGO KONTAKTU

Wyniki badania metodą bezpośredniego kontaktu komórek z bioszkłami przy 
udziale 20 mg/ml, 10 mg/ml i 5 mg/ml przedstawiają tabele 1–2 oraz rycina 6.

W hodowli komórek fibroblastopodobnych L929 przy bezpośrednim kontakcie 
z badanymi bioszkłami zmiany cytotoksyczne w silnym stopniu zależą od stęże-
nia. Podczas kontaktu z bioszkłami przy udziale 20 mg/ml komórki L929 lepiej 
tolerowały bioszkła dotowane Mg, Sr i Au, przy czym najwyższą przeżywalność 
po 24 h zanotowano dla P5-VS-Sr, a po 72 h dla P5-VS-Au. 

T a b e l a  1

Zmiany cytotoksyczne w hodowli komórek fibroblastopodobnych L929 w bezpośrednim kontakcie 
z bioszkłami przy udziale 20 mg/ml [%]

Symbol próbki

24 h 48 h 72 h

udział komórek udział komórek udział komórek

martwe żywe martwe żywe martwe żywe

P5-VS 50 50 30 70 45 55

P5-VS-Mg 20 80 27 73 35 65

P5-VS-Sr  7 93 10 90 33 67

P5-VS-Au 15 85 18 82 25 75

Kontrola L929  1 99  1 99  3 97

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Podczas kontaktu z bioszkłami przy udziale 10 mg/ml najwyższą przeżywalność 
po 24 h zanotowano dla P5-VS-Mg, a po 72 h dla P5-VS. Przy udziale 5 mg/ml 
najwyższą przeżywalność komórek L929 zanotowano dla P5-VS-Sr, a najniższą 
dla bioszkła P5-VS bez udziału Mg, Sr, Au (ryc. 6).
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T a b e l a  2 
Zmiany cytotoksyczne w hodowli komórek fibroblastopodobnych L929 w bezpośrednim kontakcie 

z bioszkłami przy udziale 10 mg/ml [%]

Symbol próbki

24 h 48 h 72 h

udział komórek udział komórek udział komórek

martwe żywe martwe żywe martwe żywe

P5-VS 11 89 10 90 24 76

P5-VS-Mg  9 91 28 72 34 66

P5-VS-Sr 13 87 15 85 40 60

P5-VS-Au 11 89 14 86 30 70

Kontrola L929  1 99  1 99  3 97

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

4.3.2. BADANIE CYTOTOKSYCZNEGO DZIAŁANIA METODĄ  
POŚREDNIEGO KONTAKTU

W metodzie pośredniej oznaczenie ilościowe żywych i martwych komórek  
(tab. 3) oraz ocenę ich proliferacji (ryc. 7) przeprowadzono po 24, 48 i 72 h 
inkubacji. 

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 6. Zmiany cytotoksyczne 
w hodowli komórek 
fibroblastopodobnych L929 
w bezpośrednim kontakcie 
z bioszkłami przy udziale 5 mg/ml
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T a b e l a  3
Zmiany cytotoksyczne w hodowli komórek fibroblastopodobnych L929 w pośrednim kontakcie 

z bioszkłami [%]

Symbol próbki

24 h 48 h 72 h

udział komórek udział komórek udział komórek

martwe żywe martwe żywe martwe żywe

P5-VS 3 97 4 96 5 95

P5-VS-Mg 4 96 6 94 7 93

P5-VS-Sr 3 97 4 96 6 94

P5-VS-Au 2 98 3 97 4 96

Kontrola L929 1 99 1 99 3 97

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Nie zanotowano istotnych różnic w przeżywalności komórek L929 podczas kon-
taktu z eluatami badanych bioszkieł. Udział procentowy żywych komórek był 
najwyższy po 24 h inkubacji i uległ tylko nieznacznej zmianie, gdyż po 72 h dla 
wszystkich próbek udział żywych komórek przekraczał 93%. 
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Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.

Ryc. 7. Proliferacja komórek podczas kontaktu z eluatem badanych szkieł
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Komórki L929 wykazały najwyższą proliferację podczas kontaktu z eluatem 
bioszkła P5-VS, gdyż po 72 h inkubacji logarytm ich liczby wzrósł do 5,53. 
Tendencja wzrostowa zanotowana została również dla komórek kontaktujących 
się z eluatem bioszkła P5-VS-Mg. Komórki L929 po 72 h kontaktu z eluatem 
bioszkła P5-VS-Sr i P5-VS-Au wykazały wzrost proliferacji jedynie po 48 h 
inkubacji, gdyż po 72 h wystąpiło zmniejszenie ich liczby.

Na obrazach mikroskopowych po kontakcie z eluatami badanych bioszkieł (tab. 4) 
obserwuje się komórki L929 nieobkurczone i rozpłaszczone na podłożach. Obrazy 
morfologiczne hodowli komórkowych są prawidłowe, a proliferacja oznaczona 
po 48 h ma tendencję wzrostową.

T a b e l a  4
Morfologia komórek L929 po kontakcie z eluatami badanych bioszkieł

Ź r ó d ł o: Opracowanie własne.
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W ramach prezentowanej pracy określono wpływ składu chemicznego bioszkieł 

z układu CaO-SiO
2
-P

2
O

5
 dotowanych Mg, Sr i Au na bioaktywność in vitro oraz 

działanie cytotoksyczne. Wytworzone metodą zol-żel bioszkła oznaczone sym-

bolami: P5-VS, P5-VS-Mg, P5-VS-Sr oraz P5-VS-Au po wygrzaniu w 600oC 

miały formę proszków złożonych z cząstek o nieregularnych kształtach.

Na podstawie wyników przeprowadzonych badań wyciągnięto następujące wnio-

ski:

1. Otrzymane bioszkła są bioaktywne po inkubacji w roztworze SBF, co potwier-

dzają badania przy użyciu SEM. Na powierzchni bioszkieł tworzą się agregaty 

struktur typowych dla morfologii apatytu uzyskiwanego w sposób biomimetycz-

ny. Na powierzchni próbek P5-VS i P5-VS-Mg powstał apatyt płatkowy.

2. Badania in vitro działania cytotoksycznego wytworzonych bioszkieł pozwoliły 

stwierdzić brak efektu toksycznego na komórki L929:

– bioszkła dotowane Mg lub Sr, lub Au, w metodzie bezpośredniej przy stężeniu 

20 mg/ml, wykazały znacznie niższą cytotoksyczność w porównaniu do bioszkła 

odniesienia P5-VS;

– przy kontakcie bezpośrednim na przeżywalność komórek miało wpływ stęże-

nie, najlepsze wyniki uzyskano przy 5 mg/ml;

– obrazy morfologiczne hodowli komórkowych w metodzie pośredniej, po kon-

takcie L929 z eluatami badanych bioszkieł, są prawidłowe, a proliferacja ozna-

czona po 48 h ma tendencję wzrostową. 
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This paper presents the results of research on bioglasses in the system 
CaO-SiO

2
-P

2
O
5
 doped with Mg, Sr and Au. Within the study the morpho-

logy of the bioglasses and in vitro bioactivity and cytotoxic effect on L929 
cells were determined. Au doped bioglass was examined using transmission 
electron microscopy with EDS analysis. It was found that the produced bi-
oglasses were bioactive in contact with simulated body fluid (SBF) and were 
no toxic on L929 cells in vitro tests.


