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Введение
Изменение микро- и наностукту-

ры поверхности имплантата является 
ключом к оптимальной остеоинте-
грации [1]. При этом в доступной ли-
тературе практически отсутствуют 
исследования по изучению влияния 
различных видов поверхности для 
имплантата на клетки и ткани, с ко-
торыми контактирует та или иная 
поверхность данного имплантата [2].

Целью нашего исследования было 
изучение жизнеспособности и уровня 
АТФ фибробластов, культивирован-
ных в присутствии образцов титано-
вых сплавов, поверхность которых 
была обработана различными спосо-
бами, а также предварительная оценка 
эмбриотоксичности на модели разви-
вающегося куриного эмбриона.

Материалы и методы
В работе использован метод маг-

нетронного напыления, который 
широко применяется в вакуумной 
технологии для нанесения покрытий 
из различных материалов. Установка 
магнетронного распыления позво-
ляет получать покрытия практиче-
ски из любых металлов, сплавов 
и полупроводниковых материалов 

без нарушения стехиометрического 
состава. В качестве рабочего газа мы 
использовали высокочистый аргон 
99,999 %. Источником материала по-
крытия являлась мишень, представ-
ляющая собой конструкцию из особо 
чистого титана (99,99 %).

Нанесение титановых покры-
тий проводилось при температуре 
титановых шайб 150 °C и мощно-
сти магнетронного напыления 200–
300 Вт. После нанесения титановых 
покрытий образцы подвергались ва-
куумной термообработке при темпе-
ратуре 450 °C в течение 2 часов.

Исследования морфологии поверх-
ности титана проводились с исполь-
зованием атомно-силовой микроско-
пии на установке компании NT-MDT 
Solver Next.

Первичные культуры фибро-
бластов, полученные из 9-дневных 
куриных эмбрионов, культивирова-
ли в стандартных условиях в CO2-
инкубаторе Multitron Cell (INFORS 
HT) при температуре 37 °C в среде 
DMEM с 5 %-ной эмбриональной 
телячьей сывороткой в пластико-
вых культуральных флаконах 25 см2. 
На третьем пассаже клетки высева-
лись в 24-луночные планшеты по 3 × 
104 клеток на лунку. По достижению 

70–80 %-ной конфлюентности моно-
слоя в лунки помещали образцы ис-
следуемых материалов.

Оценку жизнеспособности и уров-
ня АТФ проводили через 24 и 48 часов 
культивирования в присутствии иссле-
дуемого образца. Проводился люми-
несцентный анализ АТФ с использова-
нием ATPlite 1 step (Perkin Elmer) при 
помощи Cytation 1 (BioTek). Подсчет 
клеток и уровня их жизнеспособности 
проводился при помощи автоматиче-
ского счетчика клеток Louna.

Исследование проводилось соглас-
но методике Ercan Durmus et al. (2004) 
в некоторой ее модификации. Для ис-
следования предварительно обезза-
раженные в сухожаре FD 115 (Binder, 
Германия) образцы в асептических ус-
ловиях были помещены в стерильные 
пробирки (эппендорфы), содержащие 
0,5 мл стерильного физиологического 
раствора с добавлением пенициллина 
(125 МЕ/мл), стрептомицина (125 мкг/
мл) и гентамицина (10 мкг/мл) (рис. 1). 
Образцы подвергались воздействию 
растворов в течение 172 часов при 
37 °C в шейкер-инкубаторе ES‑20/60 
(Biosan, Латвия).

Затем проводилась оценка эмбри-
отоксичности полученных растворов. 
Использовались оплодотворенные 
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куриные яйца беспородных кур, за-
купленные в местном птицеводческом 
хозяйстве.

Яйца взвешивались и делились 
на семь групп, каждая из которых 
содержала 10 яиц.

Введение исследуемых растворов 
осуществляли непосредственно перед 
закладкой яиц в инкубатор в стериль-
ном боксе в ламинарно-потоковом 
шкафу LVC‑6A (ESCO) с соблюде-
нием правил асептики.

Инъекции растворов проводили 
в воздушный мешок яйца после пред-
варительной обработки скорлупы рас-
твором спирт-йода. Отверстие для инъ-
екции просверливалось с помощью 
минидрели и набора предварительно 
дезинфицированных сверл диаметром 
0,6 мм. Введение растворов в количе-
стве 40 мкл осуществляли с помощью 
инсулинового шприца (рис. 2).

После инъекции отверстия запеча-
тывались расплавленным парафином. 
Затем яйца помещались в инкубатор 
ИЛБ‑0,5 (Россия). Поддерживались 
стандартные условия инкубирова-
ния (65 % относительной влажности, 
38,0 °C). Развитие эмбрионов кон-

тролировалось при помощи овоскопа 
ПКЯ‑10 («Ветзоотехника», Россия).

Инкубируемые яйца вскрывались 
на 12-й и 38-й дни инкубации.

С помощью лабораторных ве-
сов ВЛТЭ‑150 («Госметр», Россия) 
определялась масса яиц и эмбрионов. 
Рассчитывалась относительная масса 
эмбрионов.

Эмбриональные стадии раз-
вития определяли по шкале Гам-
бургера-Гамильтона (V. Hamburger, 
H. L. Hamilton, 1951). Учитывали 
число мертвых, живых эмбрионов, 
с задержкой развития.

Все полученные результаты НИР 
подвергались статистической обра-

ботке с помощью критерия Стьюдента. 
Вычисления производили с использо-
ванием программы Biostat 4.03.

Исследование осуществлено 
в рамках государственного задания 
Минздрава России для Ставрополь-
ского государственного медицинско-
го университета по осуществлению 
научных исследований и разработок 
по теме: «Разработка наноструктури-
рованных поверхностей внутрикост-
ных дентальных имплантатов».

Результаты и обсуждение
Исследовано влияние технологи-

ческих режимов напыления на морфо-
логию и шероховатость поверхности 
полученных титановых покрытий. Об-
наружено, что увеличение мощности 
распыления (от 200 до 300 Вт) приводит 
к значительному изменению структуры, 
что сопровождается измерением разме-
ра зерен и, как результат, шероховатости 
поверхности титановых покрытий.

Результаты исследований показали, 
что магнетронная обработка изделия 
химически чистым титаном позволяет 
создать наноструктурированную по-
верхность, связанную с подложкой 
на атомарном уровне, морфология 
которой на наноуровне изменяется 
в зависимости от мощности излу-
чения; Последующая термическая 
обработка (до 450 °C) не приводит 
к существенным изменениям морфо-
логии поверхности образца, профиля 
неоднородности и ее гранулярности. 
При магнетронной обработке поверх-
ности алюминиево-ванадиевого спла-
ва титана ВТ6 химически чистым ти-
таном элементный состав модифици-
рованной поверхности соответствовал 
составу титана ВТ1–0 (отмечаются 
полное отсутствие ванадия и незна-
чительные примеси алюминия).

Результаты оценки уровня АТФ 
через 24 и 48 часов представлены 
в табл. 1 и 2 соответственно.

По истечении 48 часов наиболь-
шим уровнем АТФ обладали клетки, 
культивированные в присутствии об-
разца материала BT‑6 DLC. При этом 
уровень АТФ в клетках, культивиро-
ванных в присутствии образца мате-
риала BT‑6 DLC, достоверно не отли-
чался от уровня АТФ в клетках, куль-
тивированных в присутствии образца 
материала BT‑01 (t = 0,07; p > 0,5). 

Рисунок 1. Динамика уровня АТФ в культивируемых клетках в течение 48 часов после внесения 
образцов исследуемых материалов (в относительных единицах люминесценции).

Рисунок 2. Введение исследуемого раство-
ра в воздушный мешок яйца.

Таблица 1
Результаты люминесцентного анализа 
уровня АТФ в культивируемых клетках 

через 24 часа после внесения 
образцов исследуемых материалов 

(в относительных единицах 
люминесценции)

BT 1–0 13 573

BT‑6 9 517

BT‑6 магнетрон W200 7 352

BT‑6 магнетрон W300 6 401

BT‑6 золь-гель 14 444

BT‑6 DLC 13 568

Таблица 2
Результаты люминесцентного 

анализа уровня АТФ в культивируемых 
клетках через 48 часов после 

внесения образцов исследуемых 
материалов (в относительных единицах 

люминесценции)

BT 1–0 26 648

BT‑6 20 915

BT‑6 магнетрон W200 25 482

BT‑6 магнетрон W300 16 291

BT‑6 золь-гель 26 473

BT‑6 DLC 27 308
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Наибольшая положительная динамика 
уровня АТФ за вторые сутки показана 
у клеток, культивированных в при-
сутствии образца материала BT‑6, 
магнетрон W200 (+246,6).

При анализе жизнеспособности 
клеток наибольший ее уровень также 
показан у клеток, культивированных 
в присутствии образца материала BT‑6 
DLC (табл. 3).

Полученные результаты и их стати-
стический анализ приведены в табл. 4.

Средние значения абсолютной 
и относительной масс эмбрионов 
на 12-е сутки инкубации не претер-
пели статистически значимых от-
личий между экспериментальными 
группами. На 18-е сутки инкубации 
названные параметры также не имели 
достоверных отличий.

Извлеченные на 18-е сутки эмбри-
оны во всех экспериментальных груп-
пах соответствовали этапу развития 
НН‑44 по шкале Hamburger-Hamilton. 
Однако следует отметить, что в группе 
№ 2 отмечался случай задержки роста 
эмбриона (рис. 3).

Группы № 1 и 2 характеризовались 
некоторой тенденцией к увеличению 
смертности эмбрионов. Причем в от-

Таблица 3
Результаты анализа жизнеспособности культивируемых клеток через 24 и 48 часов 

после внесения образцов исследуемых материалов

Через 24 часов, % Через 48 часов, %

BT‑1–0 83 82

BT‑6 65 62

BT‑6 магнетрон W200 51 60

BT‑6 магнетрон W300 54 63

BT‑6 золь-гель 74 77

BT‑6 DLC 83 85

Таблица 4
Проявление основных характеристик эмбриотоксичности в исследуемых группах

Группа
(n = 10)

Количество 
неоплодотворенных яиц

Количество мертвых 
эмбрионов

Средняя масса 
яиц, г

Абсолютная масса эмбрионов 
на 12-е сутки инкубации, г

Относительная масса эмбрионов 
на 12-е сутки инкубации, %

1 1 2 53,88 ± 1,31 3,89 ± 0,17 7,20 ± 1,08

2 1 2 56,98 ± 1,48 3,98 ± 0,57 6,91 ± 1,43

3 1 1 52,76 ± 1,39 3,66 ± 0,46 7,01 ± 0,87

4 1 1 53,28 ± 1,33 3,75 ± 0,38 7,15 ± 1,11

5 – – 54,31 ± 1,36 3,76 ± 0,34 6,98 ± 0,96

6 – 1 55,86 ± 1,39 3,88 ± 0,36 6,93 ± 0,99

7 1 – 53,97 ± 1,34 3,94 ± 0,18 7,28 ± 0,87

Таблица 5
Характеристика смертности эмбрионов в соответствии со сроком инкубации

Группа 
(n = 10)

Количество 
мертвых 

эмбрионов

Этапы развития по шкале Hamburger–Hamilton

HH
1–6

HH
7–13

HH
14–19

HH
20–25

HH
26–31

HH
32–37

HH
38–43

HH
44–46

1 2 1 – – – – 1 – –

2 2 1 – – – – 1 – –

3 1 1 – – – – – – –

4 1 1 – – – – – – –

5 – – – – – – – – –

6 1 1 – – – – – – –

7 – – – – – – – – –

		  А	 			                Б
Рисунок 3. Куриный эмбрион на 18-е сутки развития. А — ​нормальное развитие (группа № 7); 
Б — ​задержка развития (группа № 2).
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личие от других групп, в названных 
в соответствии со шкалой Hamburger-
Hamilton встречались замершие эм-
брионы, соответствующие уровню 
развития НН 32–37 (табл. 5; рис. 4).

Заключение
Таким образом, клетки, куль-

тивированные в присутствии об-

разца титано-ванадиевого сплава 
BT‑6 с поверхностью, полученной 
при магнетронной обработке W200, 
обладают вторым по показателям 
уровнем метаболизма и жизнеспо-
собности, сравнимыми с показате-
лями, полученными для образцов 
титановых сплавов ВТ1–0. Иссле-
довались растворы (экстракты) ма-

териалов на модели развивающегося 
куриного эмбриона. Согласно полу-
ченным данным выявлена некоторая 
тенденция к увеличению смертности 
эмбрионов под влиянием образцов 
№ 1 и 2. Под влиянием образцов № 2 
зарегистрированы также единичные 
случаи задержки развития.
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Рисунок 4. Случаи замерших куриных эмбрионов в группах № 1 (А) и № 2 (Б) на этапах раз-
вития НН 32–37.
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