
© Новости хирургии Том 28 * № 6 * 2020

617

ЭксперИментальная хирургия

doi: 10.18484/2305-0047.2020.6.617

В.Б. МАКАРОВ 1, Н.В. ДЕДУХ 2, О.А. НИКОЛЬЧЕНКО 3,
В.Е. СТРЕЛЬНИЦКИЙ 4, В.В. ВАСИЛЬЕВ 4

ОСТЕОИНТЕГРАЦИЯ ИМПЛАНТАТОВ С АЛМАЗОПОДОБНЫМ 
УГЛЕРОДНЫМ ПОКРЫТИЕМ В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТА

Городская клиническая больница № 16 1, г. Днепр,

Институт геронтологии им. Д.Ф. Чеботарёва НАМН Украины 2, г. Киев,

Институт патологии позвоночника и суставов им. проф. М.И. Ситенко НАМН Украины 3, г. Харьков,

Харьковский физико-технический институт 4, г. Харьков,

Украина

Цель. Изучить в эксперименте на крысах интеграцию с костью металлических имплантатов из не-
ржавеющей стали с алмазоподобным углеродным (DLC) покрытием.

Материал и методы. Эксперимент проведен на 48 белых крысах-самцах в возрасте 6 месяцев. Жи-
вотным имплантировали в метафизарные дефекты бедренной кости (диаметр 2 мм и глубина 3 мм) им-
плантаты из стали и стальные имплантаты с DLC-покрытием (по 24 крысы в контрольной и опытной 
группах). На поверхность стального имплантата наносили DLC-покрытие из отфильтрованных потоков 
вакуумно-дуговой плазмы. Материал покрытия не содержал примесей металлов и водорода. Нанотвердость 
нанесенного на образец покрытия составляла от 30 до 40 ГПа. Толщина DLC-покрытия составляла не ме-
нее 1 мкм. Эвтаназию крыс проводили через 7, 14, 30 и 90 дней после операции путем введения летальной 
дозы тиопентала натрия (90 мг/кг внутримышечно). Ремоделирование кости вокруг имплантатов исследо-
вали гистологическими методами с морфометрической оценкой остеоинтеграции (контакт костной ткани 
с имплантатом в процентах).

Результаты. Алмазоподобное углеродное покрытие на стальных имплантатах обладает высокими 
адгезионными качествами, о чем свидетельствует прикрепление клеток к поверхности в течение 7 дней по-
сле имплантации и формирование вокруг них костной ткани через 14 дней. Вокруг стальных имплантатов 
зафиксировано образование прослойки из соединительной ткани с участками костной ткани. Выявлено, 
что за весь период исследования вокруг имплантатов из стали с DLC-покрытием процент остеоинтеграции 
был выше по сравнению с имплантатами без покрытия: на 14-й день – в 2,6 раза, на 30-й день – в 2,1 раза, 
на 90-й день – в 1,5 раза.

Заключение. Алмазоподобные углеродные покрытия на стальных имплантатах являются перспектив-
ным материалом для использования в ортопедии и травматологии благодаря биосовместимости, остеоин-
теграции и отсутствию негативного ремоделирования прилегающей костной ткани.

Ключевые слова: алмазоподобное углеродное покрытие (DLC), кость, остеоинтеграция, световая микро-
скопия

Objective. To study in vitro the integration of the metal stainless steel implants with diamond-like carbon 
(DLC) coating within living bone of rats.

Methods. The experiment was carried out on albino male rats (n=48; 6 months of age). The steel implants and 
steel implants with DLC-coating were implanted in the metaphyseal defects of the femur (diameter 2 mm and depth 3 
mm)) of the animals in the control and experimental groups (n=24 per group). DLC film was deposited using a filtered 
vacuum arc plasma flows to the steel implant surface. The coating material was free of metal and hydrogen impurities. 
The nanohardness of the coating deposited on the sample was from 30 to 40 GPa. The thickness of  DLC coating 
was at least 1 μm. Euthanasia of rats was performed on the 7th, 14th, 30th, and 90th days after surgery by administering 
a lethal dose of  sodium thiopental (90 mg/kg intramuscularly). Bone remodeling around implants was investigated  
histologically with morphometric assessment of osseointegration (percentage of bone-implant contact). 

Results. Diamond-like carbon coating on the surface of steel implants has high adhesive qualities, as evidenced 
by the attachment of cells to the surface within 7 days after implantation and the formation of bone tissue around 
them in 14 days.

The formation of a connective tissue with the areas of bone tissue around the steel implants was registered. It 
was found that for the entire period of the study the osseointegration percentage around the implants made of steel 
with DLC coating was higher compared to the uncoated implants: by 14 days – 2.6 folds, by 30 days – 2.1 folds, 
by 90 days – 1.5 folds.

Conclusion. Diamond-like carbon coatings on steel implants are a promising material for use in orthopedics 
and traumatology due to biocompatibility, osseointegration and the absence of negative remodeling of adjacent bone 
tissue.
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Научная новизна статьи
Впервые в эксперименте изучена перестройка кости вокруг имплантатов с разработанным алмазоподоб-
ным углеродным покрытием. Установлено, что использованное покрытие обладает биосовместимостью и 
высокими показателями остеоинтеграции.

What this paper adds
For the first time, bone remodeling around the implants with a diamond-like carbon coating has been studied in the 
experiment on rats. It has been found that the applied coating is biocompatible and has a high osseointegration rate.
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Введение

В области ортопедии и травматологии су-
ществует постоянно растущий спрос на новые 
перспективные биоматериалы, которые могли 
бы заменить или расширить спектр широко ис-
пользуемых сплавов металлов на основе титана, 
кобальта, хрома, стали и других. Одним из пу-
тей является разработка и усовершенствование 
покрытий, защищающих металлы от коррозии 
и негативного действия на организм. Анализ 
научно-периодических изданий и информаци-
онных интернет-ресурсов достоверно свиде-
тельствует об актуальности создания покрытий, 
среди которых значительное место занимают 
алмазоподобные углеродные (DLC– diamond-
like carbon) [1, 2, 3, 4].

Сочетание высоких эксплуатационных 
характеристик и достаточно низкой себестои-
мости их производства позволяет внедрять DLC 
в медицину как перспективные материалы для 
создания биосовместимых, антибактериальных, 
защитных износостойких функциональных 
покрытий на металлические образцы. Однако 
этот материал имеет множество структурных 
модификаций, отличающихся концентра-
цией алмазных (sp3)- и графитовых (sp2)-
гибридизированных связей атомов углерода и 
концентрацией атомов водорода [5]. В зависи-
мости от этих структурных параметров в широ-
ком диапазоне изменяются структура и свойства 
синтезируемых покрытий, что отражается на их 
функциональных характеристиках (твердости, 
сопротивлении, износостойкости, адгезии к 
основе и т.п.). Проблема оптимизации струк-
турного состояния аморфных алмазоподобных 
пленок является важной научной задачей как 
в изучении конкретных процессов осаждения 
DLC-покрытий, так и их практического при-
менения в медицине. Биосовместимость по-
ликристаллического алмаза и DLC подтверж-
дена большим количеством опубликованных 
результатов экспериментальных и клинических 
исследований [1, 6]. Однако, из-за многооб-
разия структурных состояний DLC-покрытий, 
которые могут быть использованы в медицине, 

необходимо проведение всестороннего экспе-
риментального исследования их поведения в 
живом организме на предмет отсутствия имму-
нологических нарушений, в частности реакции 
на инородное тело [7].

Цель. Изучить в эксперименте на крысах 
интеграцию с костью металлических импланта-
тов из нержавеющей стали с алмазоподобным 
углеродным покрытием.

Материал и методы

Экспериментальная работа проведена на 
48 белых крысах-самцах 6-месячного возраста 
популяции экспериментально-биологической 
клиники Института патологии позвоночника 
и суставов им. проф. М.И. Ситенко НАМН 
Украины.

Животных разделили на контрольную и 
опытную группы по 24 животных в каждой. 
Крысам контрольной группы имплантировали 
образцы из стали, опытной – образцы из стали 
с нанесенным алмазоподобным углеродным 
покрытием. Биосовместимость и остеоинте-
грацию стальных имплантатов с нанесенным 
DLC-покрытием исследовали в соответствии 
со стандартом EN ISO 10993-6:2015 [8].

Характеристика имплантатов 
и алмазоподобного углеродного покрытия
Имплантаты в виде цилиндрических 

штифтов (длина 4 мм, диаметр 2 мм) были из-
готовлены из медицинской нержавеющей стали 
BöhlerInternational, стандарт EN 10204-2.2 / DIN 
50049-2.2 (ООО НПП «LEO ORTHO GROUP», 
Украина). На поверхность имплантатов было 
нанесено DLC-покрытие из фильтрованных 
потоков вакуумно-дуговой плазмы в лаборато-
рии сверхтвердых аморфных алмазоподобных 
и поликристаллических алмазных покрытий 
Харьковского физико-технического института 
(Украина). Скорость осаждения алмазоподобно-
го покрытия на вращающуюся цилиндрическую 
стальную подложку составляла от 2 до 3 мкм/
час при токе дуги 100 А на расстоянии 300 мм 
от выходного отверстия источника плазмы. В 
качестве катодного материала использовался 
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высокочистый графит марки МПГ-7. В матери-
але покрытия отсутствовали примеси металлов 
и водорода. Нанотвердость покрытия, нанесен-
ного на образец, составляла от 30 до 40 ГПа.

Высокопроизводительный источник филь-
трованной плазмы, использованный в дан-
ной работе, был запатентован в Украине 
(№ 84675 UA, 97584 UA, 101443 UA, 101678 UA, 
122068 UA), России (№ 2507305 RU, 2536126 RU, 
2013130658  RU), США (№  US9035552В2, 
US2013214684A1), в пяти странах Европейского 
Союза (№ EP2639330), в трех азиатских странах 
(№  CN103298969, KR101575145, JP6305950), 
зарегистрирован в международной патентной 
системе (№  WO2012064311). Толщина DLC-
покрытия была не менее 1 мкм, по площади 
покрытие занимало поверхность 2,5-3 мм длины 
штифта (рис. 1). Контрольные образцы из стали 
были без DLC-покрытия.

Выполнение операции на животных
Хирургические вмешательства у крыс про-

ведены под общим внутримышечным обезбо-
ливанием (кетамин, 50 мг/кг живой массы) в 
условиях асептики и антисептики.

Передне-латеральным доступом в дисталь-
ном метафизе левой бедренной кости моделиро-
вали с помощью стоматологического бора дефект 
диаметром 2 мм и глубиной 3 мм, обрабатывали 
его 0,02% раствором декаметоксина и заполняли 
имплантатом, оставляя непогруженным в дефект 
непокрытый участок штифта (1-1,5 мм) (рис. 2). 
В случае контрольных образцов 1-1,5 мм штифта 
также выступали над костью. Рану обрабатывали 
бициллином-3. Мышцы, расположенные над 
имплантатом, и кожу послойно зашивали ме-
филом одиночными узловыми швами. Участок 
кожи в зоне хирургического вмешательства об-
рабатывали 10% раствором повидон-йода.

Крыс обеих групп выводили из экспери-
мента в разные сроки – через 7, 14, 30 и 90 суток 

после имплантации образцов-путем введения 
летальной дозы тиопентала натрия (90 мг/кг 
внутримышечно). Эксперименты выполнены с 
соблюдением требований гуманного обращения 
с подопытными животными, как того требуют 
Европейская конвенция о защите позвоночных 
животных, используемых для исследовательских 
и других научных целей (Страсбург, 1986), и За-
кон Украины № 3447-IV от 21.02.2006 «О защите 
животных от жестокого обращения» (ст. 26, 31).

Гистологические исследования
Для гистологического исследования изыма-

ли бедренные кости с участками дефекта, заме-
щенного имплантатом. Материал обрабатывали 
стандартными гистологическими методами. 
После фиксации в растворе 10% нейтрального 
формалина и декальцинации в 4% растворе 
азотной кислоты штифты были извлечены 
из дефекта кости. Материал обезвоживали в 
этиловом спирте (от 70º до 96º), в смеси эти-
лового спирта и этилового эфира (1: 1), затем 
заключали в целлоидин. Срезы (8-10 мкм) из-
готавливали на санном микротоме «Reichert», 
окрашивали гематоксилином Вейгерта и эози-
ном, а также пикрофуксином по Ван Гизону. 
Гистологические срезы исследовали в световом 
микроскопе Olympus ВХ 63 (CarlZeiss).

Морфометрические исследования
Морфометрические исследования про-

ведены с использованием микроскопа Micros 
(Австрия) и программного обеспечения камеры 
ДСМ 800 (Украина). С этой целью в гистоло-
гических препаратах определяли по периметру 
имплантата долю костной ткани среди тканей, 
окружающих имплантат (остеоинтеграцию); 
расчет проводили в процентах. От каждого из 
6 животных на каждый срок проанализиро-
вано по 3 среза, так как, по данным авторов, 
это дает возможность получить оптимальный 
результат [9].

Рис.  1. Внешний вид стальных имплантатов с алмазопо-
добным углеродным покрытием (опытные образцы) и без 
покрытия (контрольные образцы) для заполнения стандарт-
ных дырчатых дефектов в метафизе бедренной кости крыс.

Рис. 2. Стальной штифт с алмазоподобным углеродным по-
крытием после имплантации в стандартный дырчатый де-
фект.
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Проверка данных (18 показателей на каж-
дый срок) на нормальность распределения 
проведена с использованием критерия Колмо-
горова-Смирнова. После проверки соответствия 
количественных показателей нормальному рас-
пределению данные были представлены в виде 
среднего значения (М) и стандартной ошибки 
(m). Для оценки достоверности значений в 
двух независимых выборках использовали 
t-критерий Стьюдента. При уровне значимости 
р≤0,05 нулевую гипотезу с вероятностью 95% 
отвергали.

Результаты

На 7-е сутки в контрольной серии живот-
ных в области дистального метафиза между 
имплантатом и костной тканью кортекса на 
участках неплотного прилежания сформирована 
рыхлая соединительнотканная прослойка с не-
упорядоченно расположенными коллагеновыми 
волокнами, низкодифференцированными клет-
ками, фибробластами и макрофагами. Обнару-
живались клетки-тени, что свидетельствует об 
их лизисе.

В опытной серии между имплантатами с 
DLC-покрытием на участках была располо-
жена узкая прослойка соединительной ткани, 
спаянная с кортексом. Соединительная ткань 
включала радиально расположенные коллаге-
новые волокна между которыми находились 
фибробласты, и, непосредственно на границе 
с поверхностью имплантата, единичные ма-
крофаги.

В областях губчатой кости в опытной и 
контрольной сериях на краевой поверхности 
костных трабекул, окружающих импланта-

ты, располагались скопления остеобластов и 
фибробластов различной зрелости. В области 
контакта имплантата с костным мозгом деструк-
тивных изменений не выявлено.

В контрольной серии на 14-е сутки было 
зафиксировано формирование на границе раз-
дела «имплантат – костная ткань» узкого слоя 
соединительной ткани, различающегося на 
участках организацией. Отмечено повышение 
ремоделирования кости с образованием поло-
стей резорбции, заполненных ретикулофиброз-
ной тканью с небольшими островками красного 
костного мозга.

Характерной особенностью в опытной 
серии животных было образование в областях 
между кортексом и имплантатом костной ткани 
грубоволокнистой структуры, незрелой губчатой 
кости и небольших прослоек соединительной 
ткани. На границе раздела «кость – имплантат№» 
обнаружены макрофаги.

Через 30 дней после имплантации у живот-
ных контрольной серии повышено ремодели-
рование губчатой кости, прилежащей к области 
имплантации, обнаружены признаки металлоза 
на участках, трещины и щели на границе раз-
дела «материнская – новообразованная костная 
ткань». В межтрабекулярных пространствах рас-
полагался красный костный мозг без признаков 
деструкции. В опытной серии по периметру 
имплантата с DLC-покрытиями была сформи-
рована костная ткань с узкими прослойками 
соединительной ткани на участках.

Через 90 дней в контрольной серии во-
круг имплантата по периметру располагалась 
костная ткань с признаками вторичного ре-
моделирования в виде участков резорбции, 
заполненных рыхлой соединительной тканью 
с расширенными кровеносными сосудами 
(рис. 3 А). Обнаружены признаки металлоза в 

А Б

Рис. 3. Области имплантации биоматериала из стали. Контроль. 90-е сутки. Граница раздела между имплантатом и кост-
ной тканью. А – участки новообразованной костной ткани с очагами резорбции, заполненными ретикулофиброзной тканью 

с расширенными сосудами; Б – признаки металлоза, очаги клеток с лизисом. Окраска – гематоксилин и эозин. 
А – Ув. ×100; Б – Ув. ×400.
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участках, прилежащих к имплантату (рис. 3 Б). 
В таких областях клетки были без четких очер-
таний, с признаками лизиса. В опытной серии 
имплантат практически по всему периметру 
был окружен зрелой костной тканью как в об-
ласти губчатой кости (рис. 4 А), так и кортекса 
(рис. 4 Б).

Данные морфометрического исследования 
остеоинтеграции в контрольной и опытной 
серии представлены в таблице.

Установлено, что на все сроки исследова-
ния вокруг имплантатов из стали с покрытием 
DLC остеоинтеграция была статистически зна-
чимо выше по сравнению с имплантатами из 
стали: на 14-е сутки – в 2,6 раза больше, на 30-е 
сутки – в 2,1 раза, на 90-е сутки – в 1,5 раза.

Обсуждение

В ортопедии и травматологии лидирующие 
позиции занимают имплантаты из различных 
металлических сплавов [10, 11]. Разработки 
по их усовершенствованию ведутся в двух на-
правлениях: изменение структуры поверхности 
или создание покрытий, которые защищают 
ткани от цитотоксического действия вследствие 
коррозионного износа, сопровождающегося 
миграцией частиц или ионов металлов в окру-
жающие ткани. В последние годы активно 
проводится поиск, разработка и исследование 
различных покрытий на металлические имплан-
таты, которые широко используют в ортопе-
дии и травматологии. В связи с этим большое 

значение имеют доклинические исследования 
биоматериалов на животных [12].

Одним из направлений является разработка 
и оценка DLC-пленок в качестве покрытий на 
металлические части эндопротезов. Они имеют 
уникальное сочетание твердости, сравнимой с 
твердостью алмаза, высокоую износостойкость 
и коррозионную стойкость, низкий коэффи-
циент трения; они химически инертные, био-
совместимые, отличаются высоким электросо-
противлением, что расширяет возможности их 
использования в ортопедии и травматологии.

Основным показателем взаимодействия 
костной ткани и имплантата является остеоин-
теграция. На сегодняшний день остеоинтегра-
цию рассматривают как стабильность имплан-
тата при функциональных нагрузках, отсутствие 
подвижности имплантата в ложе, формирование 
кости и ее перестройка в зависимости от по-
верхности имплантата без включения соедини-
тельной ткани, сохранность кости и костного 
мозга [13]. Однако, несмотря на разработку 
методов визуализации остеоинтеграции с по-
мощью микрокомпьютерной томографии [9] 
и ультразвуковой диагностики [14], золотым 
стандартом для анализа остеоинтеграции счита-
ются гистологические исследования с оценкой 
доли костной ткани среди тканей, окружающих 
имплантат [9].

В проведенном нами исследовании мы 
установили, что разработанное покрытие не-
токсично, обладает высокой биосовместимо-
стью. Различия между контролем и опытом уже 

Рис. 4. Области имплантации биоматериала с DLC-покрытием. Граница раздела между имплантатом и костной тканью. 
Опыт. 90-е сутки. А – новообразованная костная ткань вокруг имплантата в области губчатой кости; Б – новообразован-

ная костная ткань в области кортекса. Окраска – гематоксилин и эозин. А – Ув. ×100; Б – Ув. ×200.

А Б

Таблица
Остеоинтеграция (%) имплантатов (M±m)

Примечание: *  – на сроки исследования  в опытной и контрольной группах (n=18); **  – сравнение показателей между 
опытом и контролем на 14-е,  30-е и 90-е сутки.

Cерия эксперимента 14-е сутки* 30-е сутки* 90-е сутки*
Контроль,  имплантат из стали 9,87±0,6 35,05±2,0 57,34±1,85
Опыт,  имплантат из стали с покрытием DLC 25,33±1,65 74,97 ±3,57 88,13±3,49
Достоверность,  р** р=0,000000t=8,81 р=0,000000  t= 9,76 р=0,00000   t= 7,79
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прослеживались на ранних сроках (7-е сутки) и 
заключались в толщине соединительной ткани 
вокруг имплантата, ее расположении и составе 
клеток, в частности в формировании вокруг 
DLC-покрытия скоплений остеобластов как 
прообраза остеоида.

На 14-е сутки вокруг имплантата с DLC 
отмечено образование в областях между кор-
тексом и имплантатом костной ткани грубово-
локнистой структуры, незрелой губчатой кости 
и небольших прослоек соединительной ткани.

Высокие показатели остеоинтеграции вы-
явлены уже на ранних сроках исследования и на 
30 сутки. На 90 сутки этот показатель составил 
(88,13±3,49%). В литературе имеются данные 
оценки остеоинтеграции после нанесения на 
имплантат DLC методом радиочастотного хи-
мического осаждения из паровой фазы [15]. В 
группе животных с покрытием DLC выявлены 
более высокие значения остеоинтеграции (52% 
через 3 мес. и 51% через 6 мес.) по сравне-
нию с контрольной. Однако статистически 
значимой разницы не выявлено. Эти данные 
свидетельствуют о том, что способ получения 
DLC влияет на показатель остеоинтеграции, а 
проведение экспериментальных исследований 
дает возможность добиться усовершенствования 
биоматериала.

Заключение

Покрытие DLC, нанесенное на стальные 
имплантаты из фильтрованных потоков ваку-
умно-дуговой плазмы, обладает высокими ад-
гезионными качествами, о чем свидетельствует 
прикрепление клеток к поверхности на ранних 
сроках исследования и образование костной 
ткани вокруг них через 3 мес. с показателем 
остеоинтеграции 88,13±3,49%. Вокруг стальных 
имплантатов зафиксировано формирование 
соединительной капсулы с небольшими участ-
ками костной ткани и низкими показателями 
остеоинтеграции.

Алмазоподобные углеродные пленки в 
качестве покрытий на имплантаты из стали 
являются перспективным материалом для при-
менения в ортопедии благодаря биосовместимо-
сти, остеоинтеграции и отсутствию негативного 
ремоделирования прилегающей костной ткани.
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