
InHuence of hydrogen sulfide containing gas on free-radical 
processes and antioxidation protection of laboratory animals the

big hemispheres are studied. Sexual and age features of change 
of studied indicators in reply to action toxicant are revealed.
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В современной медицине широко применяют металли
ческие импланты, поэтому изучение биоинертности их ма
териалов актуально. При использовании легированной ста
ли в организме могут развиваться воспалительные или ал
лергические реакции [4]. Титан ооладает большей инертно
стью, гипоаллергенностью, не токсичен. Для повышения 
биоинертности титановых имплантов применяют модифи
кацию его поверхности. Один из вариантов - использование 
алмазоподобных нанопокрытий. Использование на первом 
этапе тестирования новых материалов культур клеток по
зволяет in vitro оценивать влияние изучаемого материала на 
иммунокомпетентные клетки. Исходя из этого, цель данно
го исследования - изучение жизнеспособности, функцио
нальной и метаболической активности лейкоцитов крови 
человека при культивировании их на образцах титана с 
углеродсодержашими (а-С:Н) нанопокрытиями.

Материалы и методы исследования
Исследование а-С:Н нанопленок, полученных деструк

цией ацетилена в плазме импульсного несамостоятельного 
разряда с инжекцией электронов [7] выполнено в культуре 
клеток периферической крови человека. Пленки толщиной 
150-200 нм осаждались на образцы ( 10x 10x 1 мм) титана 
марки ВТ 1-0 (ГОСТ 19807-91). Шероховатость поверхности 
титановы?/образцов - Ra = 1,8 мкм. Для тестирования вы
браны пленки а-С:Н(юо) и а-С:Н)300), полу^-нные при напря
жении на катоде 100 В и 300 В соответственно. Контроль - 
образцы титана без покрытия. Лейкоциты и эритроциты 
фракционировали методом седиментации. Доводили кон
центрацию клеток до 3x106 клеток/мл. В лунки планшетов 
помещали образцы титана, 250 мкл суспензии лейкоцитов в 
культуральной среде (среда 199, сыворотка крупного рога
того скота, L-глютамин 30 мг/100мл, гентамицин), инкуба
цию проводили 4 часа в СО:-инкубаторе (при 37°С, абсо
лютной влажности). В супернатанте лейкоцитов изучали 
активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ), НСТ-тест в моди
фикации [3]. В лизате адгезировавших клеток унифициро
ванными методами определяли активность ЛДГ и малатде- 
гидрогеназы (МДГ), концентрацию лактата (МК), пирувата 
(ПВК), белка [5] на биохимическом анализаторе Sapphire- 
400 (Япония) с использованием тест-систем DiaSys. Кон
центрации ПВК [1] и белка (с пирогаллоловым красным) 
определяли на КФК-3. Количество прилипших клеток изу
чали методом растровой электронной микроскопии 
(QUANTA-200). Клетки фиксировали 5% глютаровым аль
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дегидом, а затем дегидратировали в спиртах. Суммарное 
количество адгезировавших клеток вычисляли по 50 сним
кам каждого образца. Площадь одного снимка составила 
0,34 мм2. Статистическая обработка данных выполнена с 
использованием непараметрического критерия Манна- 
Уитни [2].

Результаты и их обсуждение
Анализ полученных данных выявил значимый рост ак

тивности ЛДГ (до 134,8%) в супернатанте лейкоцитов, ин
кубированных на образцах с а-С:Н(зоо» покрытием, по срав
нению с контрольными образцами и образцами титана с а- 
С:Н( ,оо) покрытием, что указывало на рост количества по
гибших клеток. Считают, что ЛДГ -  стабильный цитозоль
ный фермент, его высвобождение во внеклеточное про
странство в культуре происходит при повреждении клеточ
ных мембран. Активность дегидрогеназ, по оценке в НСТ- 
тесте, который считают информативным показателем жиз
неспособности и функции клеток [8], значимо выросла до 
126,8% на а-С:Н( [00) покрытии.

В лизате адгезировавших лейкоцитов активность МДГ 
значимо снижена до 48,7% на С:Н,юо) пленке и до 71,7% на 
С:Н(3оо) пленке. При использовании нанопленок мы отмети
ли снижение активности ферментов окислительного обмена 
и изменение его баланса в сторону аэробных реакций. Кон
центрация ПВК изменяется разнонаправлено в культурах, 
адгезировавших на разные пленки: на а-С:Н(юо) снижена до 
54%, а на а-С:Н(30о) отмечена тенденция роста до 124%, что 
коррелировало с индексом ЛДГ/ МДГ, активность которых 
снижена на алмазоподобных покрытиях до 46% (р<0,05) и 
71% соответственно. С:Н(юо) пленки сначала активировали 
окислительные реакции на фоне роста числа адгезировав
ших клеток, однако после адгезии их активность снижена, 
вероятно, из-за более длительного контакта лейкоцитов и а- 
С:Н(10о), а также разного состава клеток в реакциях. Актив
ность ЛДГ и НСТ-тест исследовали в супернатанте лейко
цитов, а в лизате изучали реакцию адгезировавших на титан 
с алмазоподобным покрытием клеток.

Количество клеток, адгезировавших на а-С:Н(юо), боль
ше, на а-С:Н(зоо) снижено до 77 %, по сравнению с имплан- 
тами без покрытий.

Полученные данные обусловлены физическими и хими
ческими свойствами пленок, полученных по новой техноло
гии: а-С:Н(100) и а-С:Н(зоо) имеют разную плотность, твер
дость, состав, шероховатость (таблица 1 ).

Таблица 1

Тип
пленки

Плотность 
р, г/см3

Твердость Hv, ГПа Шероховатость 
Ra, нм

Содержание водорода, 
ат.%

a_C:H(iooi 2,0 -  2,2 22 38 > 5
а-С:Н(3оо» 2,4 -  2,5 45 18 < 1
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Одна из причин увеличения числа адгезировавших кле
ток на a-C:H,ioo) -  большая шероховатость, которая увели
чивает краевой угол смачивания и снижает поверхностную 
энергию, т.е. а-С:Н,10о) менее гидрофильна, чем а-С:Н(30о), 
что увеличивает адгезию белков, а следовательно и клеток. 
Также эта пленка содержит большее количество водорода.

Микрошероховатость пленки и макрошероховатость ти
тана влияют на адгезию клеток [ 10], а химический состав, 
гидрофильность и поверхностная энергия -  на их жизнеспо
собность [9]. Известно, что повышение содержания водоро
да в алмазоподобных пленках увеличивает их полярную 
компоненту, что снижает интенсивность пролиферации 
тестируемой культуры остеобластов [6].

Кроме того, в пленках выявлен аргон (менее 1 ат.% в а- 
С:Н,юо) и несколько ат.% в а-С:Н(зоо,). Считают вероятным 
существование соединений со связями -Аг-ССН, также 
известны клатраты - его включения в полости молекуляр
ных кристаллических решеток, например с фенолом 
(АгЗС6Н5ОН). В каком виде присутствует аргон в получен
ных алмазоподобных пленках - неизвестно.

И, наконец, учитывая полученную плотность образо
ванных пленок, гораздо меньшую, чем твердость алмазопо
добных пленок ta-C (р~3,2-3,3 г/см3), полагаем, что при раз
ложении ацетилена и внедрении водорода в углеродное 
покрытие произошла полимеризация ацетилена с образова
нием органических соединений, присутствующих в пленке. 
Вероятность такой реакции существует, так как при поляри
зации ацетилена в бензол необходим графит как катализа
тор и высокая температура. Присутствие бензола объяснило 
бы токсический эффект, выявленный у тестируемых покры
тий.

Выводы
Изученные in vitro в культуре лейкоцитов перифериче

ский крови человека алмазоподобные покрытия титана а- 
С:Н,|оо) и а-С:Н(зоо) не проявили биоинертности, так как 
снижали жизнеспособность клеток, активность ферментов 
окислительного обмена и изменяли его баланса в сторону 
аэробных реакций, а так же ингибировали функцию лейко
цитов. Проведенное исследование показало, что технология 
создания имплантов с а-С:Н( ioo» и а-С:Н,зоо> требует даль
нейшего исследования их физических свойств и химическо
го состава.
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Aim: to examine the viability, functional and metabolic ac
tivity of leukocytes in human peripheral blood by culturing them 
on titanium samples of with carbon-nanocoating a-C:H(ioo> and 
a-C:H(30o) obtained by decomposition of acetylene in nonself
sustained plasma discharge. The tested coatings influenced leu
cocytes reducing viability and their function, activity of energy 
metabolism markers. The covering influenced leukocytes reduc
ing their viability and function, activity of energy metabolism 
markers.


