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Реферат
Цель исследования — оценить антибактериальную активность и биологическую совместимость леги-

рованных покрытий металлоконструкций для остеосинтеза на основе двумерно упорядоченного линей-
но-цепочечного углерода (ДУ ЛЦУ). Материал и методы. Методом ионно-стимулированной конденсации 
углерода в вакууме на поверхностях титановых пластин и полистироловых планшетов синтезированы по-
крытия на основе ДУ ЛЦУ с легирующими добавками: азотом (ДУ ЛЦУ+N) и серебром (ДУ ЛЦУ+Ag). Изуче-
на поверхностная бактерицидная активность покрытий и ее устойчивость к механическим воздействиям. 
На пластинах с покрытиями оценена интенсивность формирования микробных биопленок клиническими 
изолятами микроорганизмов со множественной и экстремальной антибиотикорезистентностью, для ви-
зуализации сформированных биопленок выполнено окрашивание образцов раствором кристаллического 
фиолетового. Оценка цитотоксичности покрытий выполнена в отношении первичной культуры фибробла-
стов и клеточной линии кератиноцитов HaCaT. Результаты. Выявлен выраженный поверхностный бак-
терицидный эффект покрытий ДУ ЛЦУ+Ag в отношении микроорганизмов нескольких таксономических 
групп, не зависящий от их устойчивости к антибактериальным препаратам. Для покрытия ДУ ЛЦУ+Ag 
установлена способность полного предотвращения формирования микробных биопленок антибиотико-
резистентными клиническими изолятами S. aureus и P. aeruginosa. Показана механическая устойчивость 
серебросодержащего покрытия с сохранением уровня поверхностной бактерицидной активности, близкого 
к исходному, даже после продолжительной абразивной обработки. Покрытия на основе ДУ ЛЦУ не вызыва-
ли цитотоксических эффектов. Структура монослоя, сформи рованного в лунках с покрытиями ДУ ЛЦУ+N 
и ДУ ЛЦУ+Ag, была неотличима от лунок контрольных планшетов.

Ключевые слова: титановые имплантаты, микробные биопленки, антибиотикорезистентность, антибак-
териальные покрытия.
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Abstract
Purpose of the study – to evaluate the antibacterial activity and biological compatibility of alloy coatings based on 

two-dimensionally ordered linear chain carbon (TDOLCC). Materials and Methods. Coatings based on TDOLCC were 
synthesized using alloying additions like nitrogen (TDOLCC+N) and silver (TDOLCC+Ag) on the surfaces of titanium 
plates and polystyrene plates by the ion-stimulated carbon condensation in a vacuum. The authors examined the 
superficial bactericidal activity of the coatings and its resistance to mechanical effects. Coated plates were evaluated 
in respect of rate of microbial biofilms formation by clinical isolates with multiple and extreme antibiotic resistance. 
Specimens were colored with crystal violet solution to visualize the biofilms. Cytotoxic effect of coatings was 
evaluated in respect of primary culture of fibroblasts and keratinocyte cell line HaCaT.  Results. The authors observed 
pronounced superficial bactericidal effect of TDOLCC+Ag coating in respect of microorganisms of several taxonomic 
groups independently of their resistance to antibacterial drugs. TDOLCC+Ag coating proved capable to completely 
prevent microbial biofilm formation by antibiotic resistant clinical isolates of S. aureus and P. aeruginosa. Silver-
containing coating demonstrated mechanical resistance and preservation of close to baseline level of superficial 
bactericidal activity even after lengthy abrasion treatment. TDOLCC based coatings did not cause any cytotoxic 
effects. Structure of monolayers formed in cavities coated by TDOLCC+N and TDOLCC+Ag was indistinguishable 
from the monolayers in cavities of control plates. 
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Введение
Бактериальные инфекции области хирургиче-

ского вмешательства являются серьезным ослож-
нением остеосинтеза, их лечение в значительной 
мере затруднено наличием в очаге воспаления 
фиксирующей металлоконструкции, колонизи-
рованной микробными биопленками. Показано, 
что формирование биопленок на поверхностях 
различных материалов для остеосинтеза (чистый 
титан, титановые сплавы, нержавеющая сталь, 
кобальт-хром-молибденовые сплавы) происхо-
дит достаточно быстро и занимает от 2 до 4 ч [1]. 
Предотвращение образования биопленок является 
основной задачей в профилактике имплантат-ассо-
циированных инфекций [2].

У пациентов с высоким риском глубоких ин-
фекций области хирургического вмешательства 
одним из перспективных направлений является 
применение металлоконструкций с модифициро-
ванными активными микробоцидными поверх-
ностями. Известны различные способы физико-

химического модифицирования поверхностей 
с целью придания им антибактериальных свойств. 
«Идеальное» антибактериальное покрытие, нано-
симое на поверхность имплантатов, применяемых 
в травматологии и ортопедии, должно быть био-
логически совместимым и не оказывать местного 
раздражающего действия, проявлять выраженные 
бактерицидные свойства в раннем послеопераци-
онном периоде и сохранять поверхностную бак-
терицидную активность в отношении широкого 
круга микроорганизмов — возбудителей раневых 
инфекций в течение всего срока имплантации, 
а также препятствовать адгезии бактерий к по-
верхности имплантата и подавлять образование 
микробных биопленок [3].

Использование углеродных алмазоподобных 
покрытий для защиты имплантатов было предло-
жено в начале 1990-х гг. Алмазоподобный углерод 
характеризуется химической инертностью, корро-
зионной устойчивостью и механической износо-
стойкостью. Алмазоподобные покрытия содержат 
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сочетание sp2- и sp3-углеродных связей высокой 
энергии [4, 5]. Серьезным ограничением исполь-
зования алмазоподобных покрытий в травмато-
логии и ортопедии является их нестабильность 
в условиях биологических жидкостей организма, 
которая проявляется отслоением или расщепле-
нием покрытия. В современных условиях область 
использования алмазоподобных покрытий огра-
ничена из-за наличия в их слое значительных вну-
тренних механических напряжений и достаточно 
слабой адгезии к металлическим поверхностям [4]. 
Указанные недостатки отсутствуют у покрытий на 
основе двухмерно упорядоченного линейно-цепо-
чечного углерода (ДУ ЛЦУ). Пленки ДУ ЛЦУ, син-
тезированные на различных подложках, представ-
ляют собой упорядоченные ансамбли квантовых 
нитей, располагающихся на расстоянии 0,4–0,5 нм 
и потому очень слабо взаимодействующих друг 
с другом [6]. Покрытия на основе ДУ ЛЦУ обладают 
высокой адгезией к подложке, прочностью и упру-
гостью, а также хорошей биологической совмести-
мостью [7–9]. В процессе синтеза пленки ДУ ЛЦУ 
легко подвергается легированию различными хи-
мическими элементами, что позволяет придавать 
поверхностям дополнительные физико-химиче-
ские свойства [10, 11].

Цель исследования — оценить антибактериаль-
ную активность и биологическую совместимость 
легированных покрытий металлоконструкций для 
остеосинтеза на основе двухмерно упорядоченного 
линейно-цепочечного углерода.

Материал и методы
Технология формирования углеродных 
покрытий
В качестве материала подложек для нанесения 

покрытий ДУ ЛЦУ использовали титановые пла-
стины размером 50500,5 мм (для определения 
поверхностной бактерицидной активности) и раз-
мером 12,5500,5 мм (для изучения формирова-
ния микробных биопленок). Покрытия были син-
тезированы в вакуумной установке «УРМ.3.279.070 
Алмаз» методом ионно-стимулированной конден-
сации углерода. На подложку одновременно по-
ступали поток углерода, полученный термическим 
испарением или ионным распылением, и поток 
ионов аргона, в результате конденсации потока 
углерода формировались пленки ДУ ЛЦУ.

Для получения пленок ДУ ЛЦУ, легированнных 
серебром (ДУ ЛЦУ+Ag), в графитовом катоде вы-
сверливались отверстия, в которые вставлялись 
штифты из серебра. Синтез пленки производился 
с одновременным ионно-плазменным испаре-
нием серебра в том же импульсном катодном 
разряде. Легирование пленок ДУ ЛЦУ азотом 
(ДУ ЛЦУ+N) осуществлялось подачей азота в ваку-
умную камеру совместно с аргоном.

Оценка антибактериальной активности 
покрытий
Для выявления антибактериальной активно-

сти и изучения интенсивности высвобождения 
антибактериальных факторов из покрытий ис-
пользовали двухслойный агаровый метод [12]. 
Контрольные и опытные образцы (титановые пла-
стины 50500,5 мм без покрытий и с покрытия-
ми ДУ ЛЦУ, ДУ ЛЦУ+N, ДУ ЛЦУ+Ag) выдерживали 
в дистиллированной воде 15 мин при комнатной 
температуре для удаления быстро растворимых 
компонентов и стерилизовали воздушным ме-
тодом при 160°С в течение 60 мин. После осты-
вания до комнатной температуры образцы сте-
рильным пинцетом перемещали на поверхность 
агара Мюллера – Хинтона (Mueller Hinton II Agar, 
BD BBL, США) в 90-мм полистироловых чашках 
Петри. Расплавленный и остуженный до 45°С 
агар Мюллера – Хинтона в объеме 8,3 мл; 14,6 мл 
и 27,6 мл заливали вторым слоем на поверхность 
пластины. Расчетная высота слоя агара над по-
верхностью пластины составила 1, 2 и 4 мм соот-
ветственно. Чашки выдерживали на выставленной 
по уровню горизонтальной поверхности до полно-
го застывания среды, затем в течение 15 мин под-
сушивали в термостате.

В качестве тест-культуры использовали кон-
трольный штамм P. aeruginosa ATCC 27853 из 
Американской коллекции типовых культур. Из 
суточной культуры, выращенной на питательном 
агаре (Nutrient Agar, M001, HiMedia, Индия), го-
товили суспензию в стерильном изотоническом 
растворе хлорида натрия с оптической плотно-
стью 0,5 по стандарту мутности МакФарланда. 
Чашки инокулировали бактериальной суспензией 
и инкубировали 18 ч при 35°С. Оценивали наличие 
и характер роста микроорганизмов на поверхно-
сти агара Мюллера – Хинтона в области проекции 
контрольных титановых пластин и титановых 
пластин с углеродными покрытиями различного 
состава.

Оценка поверхностной бактерицидной 
активности покрытий
Готовили серии опытных образцов, каждая из 

которых включала по 3 образца (титановые плас-
тины 50500,5 мм) с однотипным покрытием, 
а также серию контрольных образцов без по-
крытий. Контрольные и опытные образцы вы-
держивали в дистиллированной воде 15 мин при 
комнатной температуре для удаления быстро рас-
творимых веществ, затем высушивали, помеща-
ли в стеклянные чашки Петри и стерилизовали 
в воздушном стерилизаторе при 160°С в течение 
60 мин. В качестве тест-культур использовались 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 и Enterococcus 
faecalis ATCC 29212. Дополнительно в исследование 
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включен экстремально антибиотикорезистентный 
изолят Pseudomonas aeruginosa P-142, выделенный 
от пациента с посттравматическим остеомиели-
том. Определение поверхностной бактерицидной 
активности образцов выполняли в соответствии 
с Японским индустриальным стандартом JIS Z 
2801: 2010*. Рассчитывали количество жизнеспо-
собных бактериальных клеток для серии образцов 
по формуле:

N =
 (C1 + C2 + C3) D,

   3
где N — среднее количество микробных клеток для 
серии образца, С1, С2, С3 — количество колоний на 
чашке для каждого из образцов в серии, D — фак-
тор разведения.

Рассчитывали уровень антимикробной актив-
ности для серии опытных образцов по формуле:

R = log(NK/NT),

где R — уровень антимикробной активности, NK — 
среднее количество микробных клеток для серии 
контрольных образцов, NT — среднее количество 
микробных клеток для серии опытных образцов.

Рассчитывали индекс бактерицидности по 
формуле:

I =
 NK – NT   100%,

    NK

где I — индекс бактерицидности, NK — среднее ко-
личество микробных клеток для серии контроль-
ных образцов, NT — среднее количество микроб-
ных клеток для серии опытных образцов.

Определение устойчивости 
антибактериальных покрытий 
к механическим воздействиям
Выполняли отмывку пластин с покрытиями 

различных типов в дистиллированной воде в при-
сутствии абразива. В качестве абразива исполь-
зовали наполнитель для галтовки OTEC H0/050 
(OTEC, Германия). В флаконах размещали образ-
цы с покрытиями, добавляли по 15–20 г абразива 
и 100 мл дистиллированной воды. Инкубацию 
проводили в течение 96 ч при температуре 35°С 
с непрерывным орбитальным встряхиванием 
150 об./мин на шейкере-инкубаторе ES-20 (BioSan, 
Латвия). После проведения абразивной обработки 
образцы дважды промывали дистиллированной 
водой, стерилизовали воздушным методом при 
160°С в течение 60 мин и определяли бактери-
цидную активность поверхности в соответствии 
с JIS Z 2801: 2010.

Изучение формирования микробных 
биопленок на поверхности 
антибактериальных покрытий
Для оценки защитного эффекта углеродсо-

держащих покрытий различного состава в от-

ношении микробных биопленок использовали 
клинические изоляты со множественной анти-
биотикорезистентностью S. aureus и P. aeruginosa 
с высокой способностью к биопленкообразованию, 
выделенные от пациентов с инфекциями костной 
ткани. Опытные образцы с покрытиями разных 
типов и контрольные образцы без покрытий по-
мещали в стеклянные центрифужные пробирки 
и выполняли воздушную стерилизацию при 160° 
в течение 60 мин. Готовили суспензии тест-
культур в стерильном изотоническом раство-
ре хлорида натрия (оптическая плотность 0,5 по 
стандарту мутности МакФарланда). В пробирки 
с образцами вносили по 10 мл триптон-соевого 
бульона (Tryptic Soy Broth, BD BBL, США) и добав-
ляли 50 мкл суспензии тест-культуры (расчетная 
стартовая концентрация микробных клеток в сре-
де 5105 мл-1). Исследование выполняли в трех по-
вторах. Пробирки с образцами инкубировались на 
шейкере-инкубаторе 24 ч при 35°С с интенсивно-
стью встряхивания 100 об./мин. Для визуализации 
биопленок после инкубации проводили окрашива-
ние образцов водным раствором кристаллическо-
го фиолетового (0,1%). Для количественной оценки 
интенсивности биопленкообразования окрашен-
ные образцы помещали в пробирки с 10 мл 96% 
этанола и выполняли спиртовую экстракцию крис-
таллического фиолетового, сорбированного био-
пленкой в течение 24 ч при 44°С. Концентрацию 
кристаллического фиолетового в полученных экс-
трактах определяли на микропланшетном ридере 
Infinite M200 (TECAN, Швейцария), длина волны 
540 нм. Массу биопленки представляли как массу 
красителя, поглощенного биопленкой при окра-
шивании, и рассчитывали по формуле: 

m = 
V(С1 + С2 + С3 – F1 – F2 – F3 ) ,

3

где m — масса кристаллического фиолетового, по-
глощенного биопленкой, мкг; V — объем отмывоч-
ного раствора, мл; С1, С2 и С3 — концентрации кра-
сителя в отмывочных растворах серии опытных 
образцов, мкг/мл; F1, F2 и F3 — концентрации кра-
сителя в отмывочных растворах серии контроль-
ных образцов, мкг/мл.

Изучение биологической совместимости 
покрытий в отношении культур клеток
Использовали эпителиальные клетки челове-

ка линии HaCАT (кератиноциты). Замороженные 
при 80°С образцы клеток переносили в стакан с во-
дой, температура которой составляла 37°С. После 
оттаивания пробирку обрабатывали спиртом, со-
держимое ресуспендировали, переносили в сте-
рильные полипропиленовые пробирки (15 мл), 
содержащие 10 мл полной инкубационной среды 
(DMEM/F-12, 11039 GIBCO; 100 Ед/мл пенициллин; 

* JIS Z 2801: 2010 Antibacterial products — test for antibacterial activity and efficacy. Tokyo, Japan: 2010.
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100 мкг/мл стрептомицин; 0,25 мкг/мл амфоте-
рицин В; 10% инактивированной эмбриональной 
телячьей сыворотки, HiCloneInc). После 5 мин 
центрифугирования (4°С, 200 г) жидкую фазу от-
брасывали, клеточный осадок ресуспендировали 
в 5 мл полной инкубационной среды и использо-
вали для посева. Концентрацию клеток опреде-
ляли в камере Горяева. Первичную культуру фиб-
робластов кожи выделяли из спинных участков 
кожи крыс линии Wistar методом первичных экс-
плантов. Затем культивировали клетки в течение 
5–7 пассажей, пассаж проводился при достижении 
70% конфлюентности, коэффициент разведения 
при пассаже 1:5. Режим культивирования: среда 
полная инкубационная (DMEM/F-12, 11039 GIBCO; 
100 Ед/мл пенициллин; 100 мкг/мл стрептоми-
цин; 0,25 мкг/мл амфотерицин В; 10% инактиви-
рованной эмбриональной телячьей сыворотки, 
HiCloneInc), 37°С, 5% CO2 в атмосфере и 90% от-
носительной влажности воздуха. 

Для изучения цитотоксических свойств покры-
тия клетки при достижении 70% конфлюентности 
снимали с поверхности культивационного флако-
на T-75 фосфатно-солевым буфером (содержащим 
0,05% трипсина и 0,5 мМ ЭДТА) и вносили по 3 мл 
клеточной суспензии (350 тысяч клеток) с полной 
инкубационной средой в ячейки 6-луночных поли-
стироловых планшетов (Tissue culture Plate 6-Well 
Flat Bottom Cell+, Sarstedt, Германия), с синтезиро-
ванным на поверхности ДУ ЛЦУ+N и ДУ ЛЦУ+Ag. 
Контролем служил аналогичный планшет без по-
крытия. Для каждого типа покрытий инокулиро-
вали по 3 лунки. Планшеты с покрытиями перед 
проведением исследований дополнительно стери-
лизовались этиленоксидным методом. Через 24 ч 
инкубации (37ºС, 5% CO2) оценивали морфологию 
клеток и структуру монослоя с использованием 
инвертированного микроскопа Leica DM IL (Leica 
Microsystems, Германия) при увеличении 150. 

Результаты
Морфология и структура углеродных покрытий

Предложена следующая атомная модель пле-
нок sp1-углерода (рис. 1). 

Пленки имеют многослойную структуру, при 
этом каждый слой представлен цепочками угле-
родных атомов в sp1-гибридизации, ориентиро-
ванными нормально к поверхности слоя. Цепочки 
упакованы в гексагональную решетку. Пленка со-
стоит из цепочек углерода с зигзагами, случайно 
ориентированными в азимутальном направлении 
по отношению к оси цепочек.

Антибактериальная активность 
углеродных покрытий
Проведенное исследование позволило выявить 

антибактериальную активность, связанную с диф-
фузией и распределением антибактериальных 

компонентов в толще питательной среды, только 
для покрытия ДУ ЛЦУ+Ag и только в случае нане-
сения минимального по толщине слоя агаризован-
ной питательной среды (1 мм) на его поверхность. 
При внесении большего объема питательной сре-
ды (толщина слоя 2 мм и 4 мм) за счет увеличения 
объема распределения для антибактериального 
компонента не достигались его бактериостатиче-
ские концентрации и на поверхности среды на-
блюдался рост микроорганизмов. Двухслойный 
агаровый метод предназначен для выявления дис-
танционного антибактериального воздействия за 
счет диффузии компонентов покрытия и создания 
бактериостатических концентраций в объеме и на 
поверхности питательной среды. Дополнительно 
для антибактериальных компонентов с известны-
ми значениями минимальной подавляющей кон-
центрации для контрольных штаммов косвенно 
можно оценивать интенсивность их высвобожде-
ния из покрытия в среду. Значения минимальной 
подавляющей концентрации катионов серебра 
и наночастиц серебра для контрольного штамма 
P. aeruginosa ATCC 27853 составляет, по данным раз-
личных исследователей, от 3 до 8 мкг/мл [13, 14]. 
С учетом известных значений минимальной по-
давляющей концентрации серебросодержащих 
соединений для P. aeruginosa и полученных экспе-
риментальных данных можно предположить, что 
интенсивность высвобождения микробиологи-
чески активных форм серебра с поверхности по-
крытия ДУ ЛЦУ+Ag не превышает 0,6–1,6 мкг/см2 
в сутки. Полученные расчетные данные требуют 
уточнения в прямых кинетических экспериментах 
по определению концентрации серебра, диффун-
дирующего из покрытия в модельную среду. Вместе 
с тем, применительно к медицинским имплантатам 
для покрытий подобного типа вследствие незначи-
тельных количеств высвобождаемых с поверхности 
активных форм серебра можно прогнозировать от-
сутствие как цитотоксических эффектов на ткани 
периимплантационной области, так и отсутствие 
антибактериального эффекта на удалении более 
1–2 мм от поверхности имплантата.

Рис. 1. Модель атомной 
структуры sp1-углеродной 
пленки
Fig. 1. Model 
of atomic structure 
for sp1-carbon film

4,9–5,03 Å
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Поверхностная бактерицидная 
активность углеродных покрытий 
различного состава
Результаты определения поверхностной бак-

терицидной активности по JIS Z 2801: 2010 пред-
ставлены в таблице 1 и на рисунке 2. Покрытия 
ДУ ЛЦУ и ДУ ЛЦУ+Ag обладали умеренной поверх-
ностной бактерицидной активностью в отноше-
нии контрольных штаммов S. aureus ATCC 25923 
и E. faecalis ATCC 29212 (индексы бактерицидности 
59,7–79,5%). Покрытие ДУ ЛЦУ+Ag обладало выра-
женной поверхностной бактерицидной активно-
стью в отношении всех включенных в исследова-
ние микроорганизмов (индексы бактерицидности 
98,7–99,0%).

Устойчивость покрытий к механическим 
воздействиям
Результаты изучения поверхностной бак-

терицидной активности, определенной после 
96-часовой абразивной обработки, представлены 

в таблице 2. После отмывки покрытия ДУ ЛЦУ+N 
утрачивали поверхностную бактерицидную актив-
ность, что может быть связано с быстрым вымы-
ванием азотсодержащих компонентов. Выявлено 
сохранение поверхностной бактерицидной актив-
ности покрытия ДУ ЛЦУ+Ag (не менее 98% от ис-
ходного уровня) в отношении всех включенных 
в исследование микроорганизмов.

Интенсивность образования микробных 
биопленок на поверхности углеродных 
покрытий

Покрытие ДУ ЛЦУ не препятствовало фор-
мированию микробных биопленок тест-культур 
микроорганизмов. Интенсивность образования 
биопленок штаммом P. aeruginosa P-142 была 
значительно выше по сравнению со штаммами 
MRSA, окрашенные кристаллическим фиолето-
вым биопленки на поверхности образцов визуа-
лизировались невооруженным глазом. Покрытие 

Таблица 1
Показатели поверхностной бактерицидной активности углеродных покрытий

Микроорганизм 
ДУ ЛЦУ ДУ ЛЦУ+N ДУ ЛЦУ+Ag

R I, % R I, % R I, %

S. aureus ATCC 25923 0,42 61,8 0,69 79,5 1,88 98,7

E. faecalis ATCC 29212 0,39 59,7 0,45 64,5 2,01 99,0

P. aeruginosa P-142 0,00 0,0 0,00 0,0 1,88 98,7

R — уровень антимикробной активности; I — индекс бактерицидности.

Рис. 2. Поверхностная бактерицидная активность углеродных покрытий на основе ДУ ЛЦУ (JIS Z 2801: 2010)

Fig. 2. Superficial bactericidal activity of carbon coatings based on TDOLCC (JIS Z 2801: 2010)

S. aureus ATCC 25923

E. faecalis ATCC 29212

P. aeruginosa P-142
XDR, MBL, VIM

Контроль
(без покрытия)

ЛЦУ ЛЦУ, легированный 
азотом

ЛЦУ, легированный 
серебром
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ДУ ЛЦУ+Ag практически полностью подавля-
ло формирование биопленок. Результаты коли-
чественного определения интенсивности фор-
мирования микробных биопленок штаммом 
P. aeruginosa P-142 на поверхности образцов пред-
ставлены в таблице 3.

По результатам микроскопии для включенных 
в исследование клинических изолятов S.aureus от-
мечена пониженная интенсивность пленкообра-
зования на покрытии ДУ ЛЦУ+N в сравнении с по-
крытием ДУ ЛЦУ. Серебросодержащее покрытие 
ДУ ЛЦУ+Ag полностью подавляло формирование 
биопленок у S.aureus.

Адгезия и морфология клеток 
на поверхностях с покрытиями 
на основе ДУ ЛЦУ
Через 24 ч инкубации монослой первичных 

фибробластов кожи с плотностью заполнения по-
верхности не менее 70–95% формировался как 
в лунках контрольного планшета, так и в план-
шетах с покрытиями ДУ ЛЦУ+N и ДУ ЛЦУ+Ag 
(рис. 3). Структура монослоя, сформированного 
в лунках с покрытиями ДУ ЛЦУ+N и ДУ ЛЦУ+Ag, 
была неотличима от лунок контрольного план-
шета. Возможные цитотоксические эффекты (ва-
куолизация клеток, утрата типичной морфологии 
с уменьшением размеров, округлением и последу-
ющим отслоением от поверхности) отсутствовали. 
Аналогичные результаты были получены при ис-
следовании влияния покрытий на морфологию ке-
ратиноцитов человека линии HaCaT.

Таким образом, анализ морфологических ха-
рактеристик клеток показал, что покрытия на 
основе ДУ ЛЦУ не оказывали выраженного воз-

действия на их способность распластываться на 
поверхности и формировать монослой, а также не 
вызывали цитотоксических эффектов.

Обсуждение
Серьезным ограничением для широкого вне-

дрения имплантируемых изделий с антибакте-
риальными свойствами в медицинскую практику 
является сложность создания покрытий, обеспечи-
вающих длительное поддержание локальных эф-
фективных концентраций антибиотиков или иных 
биоцидов в отношении основных возбудителей 
перипротезных инфекций. Многие носители, ис-
пользуемые для создания покрытий, продолжают 
выделять антибиотики в концентрациях ниже ми-
нимальной подавляющей концентрации в течение 
неопределенного периода, что способствует до-
полнительной селекции антибиотикорезистентно-
сти. Высказано предположение, что «идеальные» 
антибактериальные покрытия должны высвобож-
дать антибиотик в количествах, обеспечивающих 
достаточные концентрации для подавления ми-
кроорганизмов, в течение длительного периода 
времени, после чего высвобождение антибиоти-
ков должно быстро прекратиться, чтобы исклю-
чить риск развития устойчивых бактерий [15].

Предлагаемый метод ионно-стимулированной 
конденсации углерода в вакууме, позволяющий 
наносить на поверхность титановых импланта-
тов покрытия на основе линейного-цепочечного 
наноструктурированного углерода с антибакте-
риальными легирующими добавками, отличается 
относительной простотой выполнения и одновре-
менно высокой производительностью.

Таблица 3 
Интенсивность формирования микробных биопленок P. aeruginosa P-142 на поверхности 

образцов с углеродными покрытиями

Тип покрытия Масса красителя, сорбированная биопленкой, мкг/см2

ДУ ЛЦУ 2,75

ДУ ЛЦУ+N 0,63

ДУ ЛЦУ+Ag 0,06

Таблица 2
Показатели поверхностной бактерицидной активности углеродных покрытий 

после 96-часовой абразивной обработки

Микроорганизм
ДУ ЛЦУ+N ДУ ЛЦУ+Ag

R I, % R I, %

S. aureus ATCC 25923 0,13 26,3 1,80 98,4

E. faecalis ATCC 29212 -0,01 -3,2 1,89 98,7

P. aeruginosa P-142 0,00 0,0 1,78 98,3
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Ранее был предложен целый ряд способов нане-
сения на стальные и титановые имплантаты «пас-
сивных» покрытий, не обладающих собственной 
антибактериальной активностью, но замедляющих 
микробную адгезию за счет изменения физических 
характеристик. Среди них нанесение кристалличе-
ского оксида титана, полиметакриловой кислоты, 
полиэтиленоксида, полиэтиленгликоля, а также 
создание гидрофобных наноструктурированных 
поверхностей [16, 17]. Многие из представленных 
технологий позволяют значительно снизить бакте-
риальную адгезию, однако до настоящего времени 
нет убедительных данных, демонстрирующих их 
клиническую эффективность, поскольку даже при-
крепление единичных бактерий приводит со вре-
менем к формированию микробной биопленки, 
а сроки нахождения имплантатов в организме мо-
гут исчисляться месяцами и годами. Кроме того, 
препятствующая микробной адгезии модификация 
поверхностей часто ухудшает остеоинтегративные 
свойства имплантатов [18, 19].

В качестве антибактериальных компонентов 
в составе «активных» покрытий использовались на-
ночастицы или катионы металлов (серебра, меди, 
цинка), антисептики (хлоргексидин, йод, поли-
гексаметиленбигуанидин), антибиотики (ами но -
гликозиды, цефалоспорины, ванкомицин, ли-
незолид) [20, 21]. В экспериментах на животных 
проводилась оценка микробиологической эффек-
тивности различных антибактериальных покры-
тий при их нанесении на костные винты, спицы 
и интрамедуллярные фиксаторы, при этом различ-
ными авторами отмечалось стабильное снижение 
частоты инфекционных осложнений. Основными 
проблемами являлось кратковременное действие 
антимикробного агента, обычно не превышающее 
48–96 ч, а также потеря действующего вещества 
при установке имплантата [22, 23].

Некоторые технологии синтеза антибакте-
риальных покрытий на металлических имплан-
татах для травматологии и ортопедии прошли 
медицинские испытания и уже внедрены в кли-
ническую практику. Известно, что биоинертность 
и хорошая биологическая совместимость титано-
вых имплантатов обусловлена присутствием на 
их поверхности слоя оксида титана. Разработаны 
электрохимические технологии создания на по-
верхности титановых изделий оксидных слоев с 
развитой поверхностью и пористой структурой, 
способствующей хорошей интеграции имплантата 
с окружающей костной тканью. Путем добавления 
повидон-йода в состав электролита для анодиро-
вания на поверхности титановых имплантатов 
были сформированы покрытия из оксида тита-
на, содержащие в своей пористой структуре йод 
в комплексе с водорастворимым полимером [24]. 
Использование данного йодсодержащего оксид-
ного покрытия на эндопротезах тазобедренного 
и коленного суставов, винтах и пластинах для 
остеосинтеза, системах транспедикулярной фик-
сации позвоночника как с целью профилактики 
перипротезной инфекции, так и для ее купирова-
ния в случае проведения ревизионных операций 
и реимплантаций показало их хорошую клиниче-
скую эффективность [25].

Сертифицированные в 2005 г. для клинического 
использования в Европейском союзе интрамедул-
лярные фиксаторы переломов большеберцовой 
кости из титанового сплава Ti-6Al7Nb с антибак-
териальным покрытием (UTN PROtect, Synthes) 
несут на своей поверхности тонкий слой поли-
D,L-лактида, импрегнированного гентамицином. 
В медицинских испытаниях использование интра-
медуллярного фиксатора UTN PROtect показывало 
хорошие клинические, лабораторные и рентгено-
логические результаты через 6 мес. после имплан-
тации, что позволило рекомендовать его как для 
профилактики инфекций, так и для купирования 

Рис. 3. Вид культур клеток первичных крысиных 
фибробластов (левый ряд) и HaCaT (правый ряд) 
после 24 ч культивирования на планшетах 
с покрытиями различного состава:
a — без покрытия; 
b — покрытие ДУ ЛЦУ+N;
c — покрытие ДУ ЛЦУ+Ag

Fig. 3. Type of culture cells of primary rat fibroblasts 
(left row) and HaCaT (right row) after 24 hour culturing 
on plates with various coating:
a — no coating; 
b — coating TDOLCC+N;
c — coating TDOLCC+Ag

а

b

с
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инфекционного процесса при выполнении реви-
зионных операций [26, 27].

Биоциды неорганического происхождения 
(в первую очередь катионы и наночастицы сере-
бра) являются хорошей альтернативой антибио-
тикам для включения в состав антибактериальных 
покрытий, поскольку для них характерна высокая 
длительная бактерицидная активность, хорошая 
биосовместимость, стабильность и очень медлен-
ное формирование резистентности у бактерий 
[28, 29]. Исследования in vitro и in vivo показывают 
хорошую биологическую совместимость серебро-
содержащих покрытий при отсутствии цитоток-
сичности и генотоксичности. В экспериментах 
на животных показано, что серебросодержащие 
имплантаты не вызывают локальных или систем-
ных побочных эффектов [30]. Серебро может быть 
включено в состав различных носителей, включая 
полимеры, биокерамику, биостекло, углеродные 
пленки [30, 31]. Легированные серебром поверх-
ности имплантатов эффективно противодействуют 
бактериальной адгезии и формированию микроб-
ных биопленок, при этом существенно не влияют 
на активность остеобластов и эпителиальных кле-
ток [18, 22].

Выявленный в настоящем исследовании выра-
женный поверхностный бактерицидный эффект 
покрытий ДУ ЛЦУ+Ag проявлялся в отношении как 
антибиотикочувствительных, так и антибиотико-
резистентных микроорганизмов, бактерицидная 
активность проявлялась также способностью пре-
дотвращения формирования микробных биопле-
нок на металлических поверхностях с нанесенным 
покрытием. Высокая механическая устойчивость 
серебросодержащего покрытия к абразивной об-
работке и его биологическая совместимость дела-
ет предложенную технологию перспективной для 
придания антибактериальных свойств широкому 
перечню имплантируемых изделий медицинского 
назначения. Низкая интенсивность высвобожде-
ния активных форм серебра с поверхности покры-
тия предполагает отсутствие цитотоксических эф-
фектов на ткани периимплантационной области. 
Вместе с тем прогнозируется длительная (не менее 
1–2 нед.) защита поверхности имплантата от ко-
лонизации микроорганизмами и формирования 
микробных биопленок.

Конфликт интересов: не заявлен.

Источник финансирования: государственное 
бюджетное финансирование.
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