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В работе приведены результаты сравнительного in vitro исследования биосовместимости титановых 
образцов, поверхность которых была подвергнута различным способам предварительной обработки: 
фрезерованию, механической обработке с кислотным травлением и облучением мощным ионным 
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Ключевые слова: мощный ионный пучок, адгезия, фибробласты линии Balb/NIH 3Т3, биосовме-
стимость, рентгенофлуоресцентный анализ
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Ешкулов У.Э., Тарбоков В.А., Иванов С.Ю. Ночовная Н.А. Дымников А.Д., 
Алымбаев Р.С. In vitro исследование биосовместимости титановых сплавов с модифицированной 
поверхностью. Биомедицина. 2021;17(2):79–87. https://doi.org/10.33647/2074-5982-17-2-79-87

Поступила 08.04.2020
Принята после доработки 06.02.2021
Опубликована 10.06.2021



80 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 79–87 

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ | 
PRE-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

IN VITRO RESEARCH INTO THE BIOCOMPATIBILITY 
OF TITANIUM ALLOYS WITH A MODIFIED SURFACE

Urmat E. Еshkulov1,*, Vladislav А. Tarbokov2, Sergey Yu. Ivanov1,3, 
Nadezhda А. Nochovnaya4, Аlexandr B. Dymnikov1, Ruslan S. Alymbaev5

1 The Peoples’ Friendship University of Russia
117198, Ru ssian Federation, Moscow, Miklukho-Maklaya Str., 6

2 National Research Tomsk Polytechnic University
634050, Russian Federation, Tomsk, Lenina Avenue, 30

3 First Moscow State Medical University named after I.M. Sechenov 
of the Ministry of Health care of Russia (Sechenov University)
119991, Russian Federation, Moscow, Trubetskaya Str., 8/2

4 All-Russian Scientifi c Research Institute of Aviation Materials
105005, Russiаn Federation, Moscow, Radio Str., 17

5 Scientifi c and Production Association “Preventive Medicine”
720005, Kyrgyz Republic, Bishkek, Baytik-Batyra Str., 34

This work presents the results of a comparative in vitro study into the biocompatibility of titanium samples, 
the surface of which was pre-treated using various methods: milling, machining with acid etching and ir-
radiation with a powerful ion beam (PIB) for creating a relief with the required roughness and the shape of 
asperities. A study of the effectiveness of attachment and growth of Balb/NIH 3T3 fi broblasts on titanium 
products with various types of surface treatment demonstrated that irradiation of a titanium surface with 
a powerful ion beam (PIB) leads to its active colonization with cells having a fl attened and stellate shape, 
which confi rms their active growth. An assessment of migration of metal impurities from the titanium alloy 
VT 1-0 was evaluated using the x-ray fl uorescence method.
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Введение 
Полимерные, керамические и металли-

ческие имплантаты широко используют-
ся в регенеративной медицине, особенно 
для восстановления дефектов костной ткани 
в челюстно-лицевой хирургии и ортопедии 
[14, 15]. Использование таких имплантатов 
позволяет успешно восстанавливать даже 
критические костные дефекты, как было по-
казано нами ранее [3, 6, 9, 18]. Однако титан 
и его сплавы являются наиболее используе-
мыми материалами в челюстно-лицевой хи-
рургии, травматологии и ортопедии, а также 

в других областях оперативной хирургии, 
т. к. это биосовместимый, биоинертный 
материал, обладающий умеренно бактери-
остатическим эффектом [7, 8, 13]. В атмос-
ферном воздухе за счет абсорбции атомов 
кислорода на поверхности титана образуется 
оксидная пленка, которая обладает остеокон-
дуктивными свойствами. Незначительная 
диффузия ионов титана в окружающие 
ткани не влияет на жизнеспособность остео-
бластов, остеоцитов и фибробластов [8].
Сегодня существуют несколько типов 

обработки поверхности изделий из раз-
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личных титановых сплавов. Поверхность 
исследуемых титановых дисков из сплава 
ВТ 1–0 была модифицирована путём фре-
зерования, механической обработки с кис-
лотным травлением и обработкой мощным 
ионным пучком (МИП) [10, 12, 16].

Цель работы — исследование биосов-
местимости образцов изделий из титана 
с поверхностью, модифицированной стан-
дартными методами и методом обработки 
МИП, на модели анализа клеточного ро-
ста in vitro.

Материалы и методы
Подготовка образцов
Для проведения исследований были из-

готовлены титановые диски ВТ 1–0 диаме-
тром 6 мм толщиной 0,5 мм [10]. Диски 
отмывались в специальных растворах 
в ультразвуковых ваннах до достижения 
чистой титановой поверхности. Далее их 
разделили на четыре группы по 10 дисков 
в каждой. В первой группе поверхность 
обрабатывали с помощью метода облуче-
ния МИП, описанного в нашей предыду-
щей работе [10]. Во второй группе диски 
без специальной обработки представляли 
собой отмытые после фрезеровки образцы 
с гладкой титановой поверхностью. В тре-
тьей группе поверхность подвергали двой-
ному кислотному травлению. Данный тип 
обработки применяется большинством 
производителей дентальных имплантатов 
[15]. Четвертая группа — кон трольная, 
культуральный пластик.
Модифицирование поверхности тита-

новых дисков проводилась на сильноточ-
ном импульсном ускорителе «Темп-4 М» 
пучком ионов, состоящим из углерода 
(70%) и водорода (30%), с плотностью тока 
100 А/см 2, плотность энергии 2 Дж/см 2 
в импульсе, при длительности импульса 
на полувысоте 70 нс и ускоряющем напря-
жении 200 кВ для придания оптимальной 
шероховатой пористой поверхности [4].

Тестирование вымывания примесей 
из ти та новых сплавов
Определение миграции примесей 

через поверхность титановых импланта-
тов с различным образом обработанной 
поверхностью проводилось с применени-
ем рентгенофлуоресцентного метода [5]. 
Имплантат помещали в 0,9% (вес.) р-р 
хлористого натрия при температуре 37°C. 
Изучали вымывание из образцов имплан-
татов ионов титана, алюминия и железа. 
После определения их концентрации в рас-
творе полученные значения сравнивали 
со стандартными значениями в изотониче-
ском р-ре для образцов с известной площа-
дью поверхности.

Исследование биосовместимости 
титановых имплантатов
Исследование жизнеспособности клеток 

при их культивировании на поверхности 
имплантируемых материалов в услови-
ях in vitro — ши роко распространенный 
метод доклинической оценки биосовме-
стимости материалов. Среди наиболее 
распространенных тестов: оценка морфо-
логии клеток при помощи флуоресцентной 
и сканирующей электронной микроско-
пии, а также биохимические тесты МТТ, 
ХТТ и MTS [1, 2, 11, 17]. Кроме того, те-
сты in vitro легко выполняются, хорошо 
поддаются стандартизации и могут прово-
диться многократно. В настоящем иссле-
довании проводили сравнительный анализ 
биосовместимости in vitro образцов им-
плантатов из титанового сплава ВТ 1–0, 
обработанного тремя различными способа-
ми (три группы) с использованием культу-
ры клеток мышиных фибробластов линии 
Balb/NIH 3 Т3 (ПанЭко, РФ) [17].
Фибробласты линии Balb/NIH 3 Т3 куль-

тивировали в стандартных условиях и вы-
севали в количестве 5×10 3 кл/см 2 на поверх-
ность образцов имплантатов, помещенных 
на дно лунок 24-луночного пластикового 
планшета. Биосовместимость исследуемых 
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образцов оценивали по возможности под-
держивать жизнеспособность и пролифера-
тивную активность клеток в культуре пу-
тем прямой визуализации, используя метод 
флуоресцентной микроскопии и оценивая 
морфофункциональное состояние клеток 
(визуальный кон троль морфологического 
состояния клеток). Культивирование фибро-
бластов проводили по стандартной методи-
ке [17]. Через 24 и 48 ч после засева клетки 
снимали с помощью трипсина и определяли 
количество клеток путем прямого подсчета 
в камере Горяева, а также оценивали жиз-
неспособность клеток и их пролифератив-
ную активность с использованием реаген-
та Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (MTS метод) через 48 ч 
[17]. В качестве кон трольных использовали 
клетки, посеянные в пустые лунки планше-
та, не содержащие изделий.
Итоговое число живых фибробластов ли-

нии Balb/NIH 3 Т3 определяли по их функ-
циональной активности в пролиферативном 
тесте MTS. Известно, что живые клетки вос-
станавливают входящее в состав реагента хи-
мическое соединение MTS [3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-
2 - (4 -сульфофенил ) -2H-тетразолий , 
внут рен няя соль] с образованием окрашен-
ного продукта восстановления — формазана, 
который растворяется в среде для культиви-
рования клеток и окрашивает её. Оптическую 
плотность раствора (среды), содержащего 
растворенный формазан, измеряли при длине 
волны 490 нм на планшетном спектрофо-
тометре Zenyth 3100 Microplate Multimode 
Detector (“Anthos Labtec Instruments GmbH”, 
Австрия). Количество восстановленного 
формазана прямо пропорционально количе-
ству живых клеток в культуре. По формуле 
(1) вычисляли относительную жизнеспособ-
ность клеток:

Жизнеспособность=ОП (культу ра+об ра зец)/
ОП (интактная культура)×100%,  (1)

где ОП (культура+образец) — значение оп-
тической плотности, полученное в лунках 

клеток культивируемых на поверхности 
титанового диска, ОП (интактная культу-
ра) — значение оптической плотности, по-
лученное в кон трольных лунках, содержа-
щих интактные клетки.

Статистический  анализ
Статистическая обработка была проведе-

на с помощью программы «Prism 6». Был 
использован двухфакторный дисперсион-
ный анализ (two-way ANOVA). Данные 
в таблицах представлены в виде среднего 
значения в выборке (n=6) и стандартной 
ошибки.

Результаты и их обсуждение
Результаты исследования 
биосовместимости различных образцов 
титановых имплантатов
Через 48 ч культивирования фибробла-

стов линии Balb/NIH 3 Т3 на поверхности 
образцов дисков проводили визуальную 
оценку морфофункционального состояния 
клеток. Используя стандартный протокол 
окрашивания акридиновым оранжевым, 
при помощи флуоресцентной микроскопии 
была зарегистрирована флуоресценция жи-
вых клеток, культивируемых на образцах 
титановых имплантатов. При сканирова-
нии каждого образца выявлено, что клетки 
располагаются равномерно по всей поверх-
ности исследуемых образцов, плотность 
заселения образцов имплантатов фибро-
бластами сравнима с плотностью клеток, 
культивируемых в стандартных условиях 
на стандартном культуральном пластике. 
Морфология клеток не нарушена. Анализ 
флуоресцентных изображений клеток 
на поверхности различных образцов проде-
монстрировал, что жизнеспособность по-
пуляции фибробластов составляет не менее 
80%, что соответствует жизнеспособности 
клеток, культивируемых в стандартных 
условиях на поверхности культурально-
го пластика. Следует отметить, что при-
креплен ные клетки на всех исследуемых 
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образцах титановых имплантатов были 
хорошо распластаны и имели звездчатую 
форму, т. е. были в состоянии нормального 
функционирования (рис.).
Подсчет фибробластов на всех сро-

ках наблюдения во всех 3-х исследуемых 
группах (на всех типах титановых дисков) 
и кон трольной группе показан в табл. 1. 
Двухфакторный дисперсионный анализ 
(two-way ANOVA), факторы «тип диска» 
и «время», показал отсутствие статистиче-
ски значимых различий между группами 
(FDFn; DFd=X; p>0,05).

Таким образом, титановые импланта-
ты при прямом контакте с фибробластами 
не оказывали негативного влияния на их 
адгезию и рост.
При анализе влияния различных спо-

собов обработки поверхности титановых 
имплантатов на жизнеспособность и про-
лиферацию фибробластов линии Balb/NIH 
3 Т3 были получены следующие резуль-
таты (табл. 2). Сравнительный анализ 
оптической плотности при исследовании 
уровня клеточного метаболизма куль-
тивируемых фибробластов при помощи 

Таблица 1. Число фибробластов линии Balb/NIH 3 Т3 через 24 и 48 ч культивирования на поверхности образцов 
титановых имплантатов
Table 1 Number of Balb/NIH 3T3 fi broblasts following 24 and 48 hours of culture on the surface of titanium implant 
samples

Группа Число клеток на образце 
×10 5, 24 ч

Число клеток на образце 
×10 5, 48 ч

Чистый титан 2,1±0,2 4,6±0,4
Обработка МИП 2,2±0,2 4,7±0,4

Кислотное травление 2,2±0,2 5,1±0,4
Культуральный пластик (контроль) 2,2±0,2 4,8±0,4

Гладкий титан 200× Гладкий титан 400× Энергетические потоки 
200×

Энергетические потоки 
400×

Кислотное травление 200× Кислотное травление 400× Пластик 200× Пластик 400×

Рис. Морфология мышиных фибробластов линии Balb/NIH 3T3, выращенных на поверхности образцов титано-
вых имплантатов, подвергнутых различным способам предварительной обработки.

Fig. Morphology of mouse fi broblasts of the Balb/NIH 3T3 line grown on the surface of titanium implant samples sub-
jected to various pretreatment methods.
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МТS-теста в экспериментальных и кон-
трольных лунках не выявил достоверных 
различий. Данный результат свидетельст-
вует об отсутствии изменения пролифе-
ративной активности клеток вне зависи-
мости от способа обработки поверхности 
образцов титановых имплантатов. Оценка 
жизнеспособности выявила более 90% 
жизнеспособных клеток в эксперимен-
тальных лунках, что сравнимо с кон-
трольным образцом.
Таким образом, исследуемые образцы 

титановых имплантатов продемонстриро-
вали высокую биосовместимость в in vitro 
тестах с использованием фибробластов 
линии Balb/NIH 3 Т3. Поверхность ти-
тановых дисков отвечает необходимым 
условиям культивирования клеток линии 
Balb/NIH-3T3, тем самым обеспечивая 
условия для их жизнеспособности и про-
лиферативной активности. Модификация 
структуры поверхности дисков не препят-
ствует миграции клеток, не влияет на жиз-
неспособность и пролиферативную актив-
ность клеток.

Результаты миграции примесей 
металлов из сплава ВТ1–0
Проведенный сравнительный  рентгено-

флуоресцентный анализ миграции метал-
лов показал, что поверхность титанового 
сплава после обработки МИП продемон-
стрировала результат эффективной очистки 
от примесей металлов (табл. 3).

Заключение
Обработка поверхности МИП не приво-

дит к ухудшению биосовместимости in vitro 
образцов титановых имплантатов. В сово-
купности с показанными ранее преимуще-
ствами (очистка поверхности от легкоплав-
ких примесей, удаление абразивных частиц 
после механической обработки и оплав-
ление поверхности титановых образцов, 
что позволяет сформировать развитый 
микрорельеф с заданной шероховатостью 
и отсутствием острых кромок неровностей) 
метод обработки титановых сплавов МИП 
становится перспективным для использо-
вания в медицинской промышленности.

Таблица 2. Значение оптической плотности (MTS-тест) и показатель жизнеспособности фибробластов линии 
Balb/NIH 3T3 в процентном выражении, в зависимости от способа обработки поверхности образцов титано-
вых имплантатов. Культивирование в течение 3-х сут
Table 2. Optical density values (MTS-test) and indicator of the viability index of Balb/NIH 3T3 fi broblasts in percent, 
depending on the method of surface treatment of titanium implant samples. Cultivated for 3 days

 Исследуемые образцы Чистый 
титан

Обработка 
МИП

Кислотное травление Положительный 
контроль

Оптическая плотность 0,92 0,95 0,92 1,00
Жизнеспособность,% 91,9 95,2 92,5 100%

Примечание: n=3, показаны средние значения, статистическая обработка не проводилась.
Note: n=3, mean values shown, no statistical processing performed.

Таблица 3. Сравнительные характеристики миграции примесей металлов в 0,9% р-р NaCl из сплава ВТ 1–0 без 
обработки и с обработкой мощным ионным пучком
Table 3. Comparative characteristics of migration of metal impurities into 0.9% NaCl solution from a VT 1–0 alloy 
without treatment and with treatment with a powerful ion beam

Методика обработки МИП Механическая обработка Контроль
Изменение значения рН вытяжки (ед.) 0,14 0,06 1

Миграция металлов в 0,9% р-р NaCl (мг/л):
Ti 0,03 (TiO2) 0,08 0,1
Al 0,01 0,30 0,5
Fe 0,01 0,05 0,3

Гемолиз,% 0 0,39 2
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