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РЕЗЮМЕ

Цель. Изучить в эксперименте in vitro адгезию тромбоцитов к a-C:H:SiOx пленке на титане для оценки ее 
атромбогенного потенциала.

Материалы и методы. Тонкие (менее 1 мкм) a-C:H:SiOx пленки наносили на титановые пластины марки 
ВТ-6 размером 10 × 10 мм2 и толщиной 0,2 мм с помощью вакуумной ионно-плазменной установки с ис-
пользованием импульсного биполярного смещения. Шероховатость поверхности оценивали согласно 
ГОСТ 2789-73 с помощью атомно-силового микроскопа. Исследуемые образцы культивировали при 37 °C 
в течение 30 мин в плазме крови человека, обогащенной тромбоцитами, подготавливали для сканирующей 
электронной микроскопии, после чего подсчитывали плотность распределения кровяных пластинок, адге-
зирующих к исследуемому покрытию.

Результаты. При одинаковом индексе шероховатости исследуемых образцов a-C:H:SiOx пленка в 116 раз 
снижала (в сравнении с необработанным титаном) количество тромбоцитов на 1 мм2 поверхности.

Заключение. Формирование на поверхности титанового сплава ВТ-6 тонкой пленки состава a-C:H:SiOx 
методом плазмохимического осаждения с использованием импульсного биполярного смещения значитель-
но снижает плотность распределения тромбоцитов в сравнении с необработанной металлической поверх-
ностью. Полученные in vitro данные предполагают существенный атромбогенный потенциал данного вида 
покрытий на поверхности устройств, контактирующих с кровью.

Ключевые слова: адгезия тромбоцитов человека, in vitro, углеродная поверхность, модифицированная 
оксидами кремния, сканирующая электронная микроскопия, атомно-силовая микроскопия.
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The study of platelet reaction on a-C:H:SiOx coatings obtained via plasma 
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ABSTRACT

Aim. To study platelet adhesion to a-C:H:SiOx film on titanium in an in vitro experiment to evaluate its 
antithrombogenic potential.

Materials and methods. Thin (less than 1 μm) a-C:H:SiOx films were deposited on VT-6 titanium plates with a 
size of 10 × 10 mm2 and a thickness of 0.2 mm using a vacuum ion-plasma unit using pulsed bipolar bias. The 
surface roughness was evaluated according to GOST 2789-73 using an atomic force microscope. The test samples 
were cultured at 37 °C for 30 min in platelet-rich human blood plasma, prepared for scanning electron microscopy, 
after which the distribution density of blood plates adhering to the test coating was calculated.

Results. With the same roughness index of the studied a-C:H:SiOx samples, the film decreased 116 times (in 
comparison with untreated titanium) the platelet count per 1 mm2 of the surface.

Conclusion. The deposition of a-C:H:SiOx thin film on the surface of VT-6 titanium alloy by PACVD method 
using pulsed bipolar bias significantly reduces the distribution density of platelets in comparison with an untreated 
metal surface. In vitro data suggest a significant antithrombogenic potential of this type of coating on the surface 
of devices in contact with blood.

Key words: human platelet adhesion, in vitro, carbonic surface modified by silicon oxides, scanning electron 
microscopy, atomic force microscopy.
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ВВЕДЕНИЕ
Взаимодействие имплантатов с биологической 

средой организма во многом зависит от их поверх-
ностных свойств, которые играют непосредственную 
роль в различных постимплантационных биологиче-
ских реакциях, включая преципитацию различных 
минералов, адсорбцию белка, адгезию и пролифе-
рацию клеток [1, 2]. В приложении к приборам (ме-
ханические насосы) и стентам для хирургического 
лечения ишемической болезни сердца избыточность 
воспалительных клеточно-молекулярных реакций 
на границе раздела «искусственная поверхность – 
ткань» повышает риск тромбоза.  В связи с этим воз-
обновился интерес к методам модификации поверх-
ности биосовместимых искусственных материалов, 
способствующим их биоинертности [3].

Одним из широко обсуждаемых решений пробле-
мы детерминированной биосовместимости в диапа-
зоне биоинертность/биоактивность является нанесе-
ние тонких алмазоподобных углеродных покрытий 
(diamond-likecoating, DLC). С начала 2000-х гг. пока-
зано, что DLC пленки биоинертны, устойчивы к ме-
ханической нагрузке и коррозии, не цитотоксичны в 
отношении моноцитов/макрофагов, фибробластов, 
остеобластов [4]. Благодаря оптимальному соотно-
шению sp3-, sp2-гибридизированных атомов углерода 
они обладают достаточно хорошей гемосовместимо-
стью [5, 6]. В последние 5 лет в связи с определенной 
неудовлетворенностью результатами биомедицин-
ского тестирования DLC покрытий накапливаются 
публикации по их физико-химической модификации 
(в частности, кремнием и его оксидами), улучшаю-
щей потребительские свойства a-C:H:SiOx поверхно-
сти на медицинских материалах и изделиях [7].

На базе Института сильноточной электроники 
Сибирского отделения Российской академии наук 
разработан новый подход плазмохимического нане-
сения a-C:H:SiOx пленок на внутренние поверхности  
и движущиеся части аппаратов вспомогательного 
кровообращения, основанный на использовании им-
пульсного биполярного смещения подложки.

Цель работы – изучить в эксперименте in vitro 
адгезию тромбоцитов к a-C:H:SiOx пленке на титане 
для оценки ее атромбогенного потенциала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве исследуемых образцов выступали ти-

тановые пластины марки ВТ-6 размером 10 × 10 мм  
и толщиной 0,2 мм с нанесенной тонкой (менее  
1 мкм) a-C:H:SiOx пленкой (пять образцов Т2). Кон-
трольными образцами служили титановые образцы 
без a-C:H:SiOx покрытия (пять образцов Т1). Нанесе-
ние пленки происходило на вакуумной ионно-плаз-
менной установке с технологическими параметрами 
осаждения, подробно описанными в [8]. 

Среднее квадратическое отклонение профиля Rq 
по ГОСТ 25142-82 определяли согласно ГОСТ 2789-
73 с помощью атомно-силового микроскопа (АСМ) 
Solver P47 (NT-MDT, Россия) с площади 5 мкм2. Для 
проведения теста адгезии тромбоцитов из крови здо-
рового взрослого донора мужского пола (предназна-
ченной для гемотрансфузии) получали 50 мл плазмы, 
обогащенной тромбоцитами, с помощью центрифу-
гирования и сепарации форменных элементов крови 
[9, 10].

Полученную плазму разводили 0,9%-м раствором 
хлорида натрия в соотношении 1:1. Исследуемые об-
разцы погружали в полученную суспензию тромбо-
цитов и инкубировали при 37 °C в течение 30 мин. 
Затем образцы промывали дистиллированной водой 
для удаления слабо адгезированных клеток. Остав-
шиеся на поверхности тромбоциты фиксировали в 
2%-м растворе глутарового альдегида при комнат-
ной температуре в течение 1 ч и высушивали в тер-
мостате при 37 °C.

Образцы покрывали слоем хрома толщиной 20 нм  
в атмосфере аргона при ионном токе 6 мА и давлении 
0,1 мм рт. ст. с использованием установки Q150T ES 
(Quorum Technologies, Великобритания) и подверга-
ли сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
на микроскопе Mira3 (Tescan, Чехия). На каждом 
образце производили подсчет количества адгезиро-
ванных тромбоцитов в 20 случайных полях зрения 
согласно принципам морфометрии [11].

Статистическую обработку проводили с помощью 
программного обеспечения Statistica 10.0 (StatSoft 
Inc., США). Нормальность распределения проверя-
ли с помощью критерия Шапиро – Уилка с после-
дующей оценкой равенства дисперсий по критерию 

Conformity with the principles of ethics. The work was carried out in accordance with the principles of the 
Helsinki Declaration upon receipt of voluntary informed consent for blood sampling.
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Левена. В том случае, когда распределение в экспе-
риментальных группах было нормальным и соблю-
далось межгрупповое равенство дисперсий, даль-
нейшую обработку проводили с помощью метода 
параметрической статистики – критерия Ньюмена –  
Кейлса. При распределении, отличном от нормаль-
ного, и несоблюдении межгруппового равенства 
дисперсий использовали методы непараметрической 
статистики – критерий Краскела – Уоллиса. Резуль-
таты представлены как среднее и стандартная ошиб-
ка среднего M + m. Различия между группами счита-
ли достоверными при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты АСМ показали определенное сглажи-

вание неровностей поверхности сплава титана ВТ-6 

после формирования a-C:H:SiOx пленки (рис. 1). Тем 
не менее различия в индексе шероховатости Rq не 
достигали статистических различий (таблица). По-
лученные данные соответствуют результатам, опу-
бликованным ранее [12].

В биологической части исследования использо-
вание цельной плазмы крови, обогащенной тром-
боцитами, приводило к образованию их микрокон-
гломератов и кристаллизации растворенных солей 
на поверхности образцов (рис. 2), что затрудняло 
подсчет числа отдельных клеток. Разведение плазмы 
изотоническим раствором хлорида натрия в соотно-
шении 1:1 с последующей промывкой образцов рас-
твором дистиллированной воды позволили получить 
изображения, доступные для морфометрического 
анализа (рис. 3).

Рис. 1. АСМ-изображения морфологии поверхности титана (a) и титана с нанесенной a-C:H:SiOx пленкой (b)

a               b

Рис. 2. СЭМ-изображение конгломератов тромбоцитов и кристаллов солей на поверхности образца титана марки ВТ-6. 
Шкала 25 мкм (а) и 5 мкм (b)

a           b
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Подсчет количества тромбоцитов показал, что 
a-C:H:SiOx покрытие на титановой подложке резко 
снижает их поверхностную адгезию. В группе Т2 
(титан с покрытием) число кровяных пластинок ока-
залось в 116 раз меньше, чем на поверхности образ-
цов из группы Т1 (без плазмохимической обработ-
ки). Следует подчеркнуть отсутствие статистически 
значимых различий в индексе шероховатости изуча-
емых поверхностей (см. таблицу), поскольку рельеф 
имплантатов и других медицинских изделий имеет 
существенное биологическое значение.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования DLC покрытий, модифицирован-

ных кремнием и его оксидами, были сосредоточе-
ны, преимущественно, на изучении их физико-ме-
ханических свойств [13]. Так, формирование связей 
Si–C значительно повышает адгезию покрытия к 
подложкам при сохранении высоких трибологиче-
ских характеристик DLC пленок [12]. Вместе с тем 
физико-химические процессы улучшения гемосо-
вместимости материалов, обусловленного как DLC 
[14], так и Si-DLC пленками, остаются в области ги-

потез. В связи с одинаковой и незначительной ше-
роховатостью исследуемых образцов (см. таблицу), 
требуемой для изделий, контактирующих с кровью, 
из всего разнообразия биологически активных фи-
зико-химических факторов (поверхностная энергия, 
фазовый и элементный состав, растворимость, нали-
чие биологически активных (лекарственных) моле-
кул в составе поверхности) [15] на первый план  в 
определении гемосовместимости может выходить 
заряд (дзета(ξ)-потенциал) поверхности. 

P.V. Sawyer и соавт. предположили, что антико-
агулянтные свойства имплантируемым материалам 
способен придавать электростатический заряд их по-
верхности [16]. В свою очередь  Y. Ikada и соавт. [17] 
высказали гипотезу, что в биологических жидкостях 
имеет место взаимосвязь между поверхностным 
ξ-потенциалом и противосвертывающими свойства-
ми поверхности медицинских изделий. Действитель-
но, введение кремния в состав тонких пленок зна-
чительно меняет их электрические и биологические 
характеристики [18].

В связи с этим установленная in vitro атромбоген-
ность a-C:H:SiOx пленки на титане является ценным 

Рис. 3. СЭМ-изображения поверхности образца титана Т1 (а) и Т2 с нанесенной a-C:H:SiOx пленкой (b) после проведения 
теста на адгезию тромбоцитов. Шкала 50 мкм

Т а б л и ц а 

Плотность распределения адгезированных тромбоцитов на исследуемых образцах согласно сканирующей электронной 
микроскопии, M ± m

Маркировка группы Наименование группы, n = 5 Среднее число клеток на площади 
поверхности 250 мкм2

Индекс шероховатости 
поверхности образцов, Rq, нм

Т1 Титан марки ВТ-6 без 
обработки

290 ± 72
n1 = 20 7,9 ± 0,8

Т2 Титан марки ВТ-6 с 
a-C:H:SiOx пленкой

2,5 ± 1,8
n1 = 20
<0,001

7,2 ± 0,7

Примечание .  Число изученных образцов в каждой группе – n. Число изученных полей зрения на каждом образце – n1.

a           b
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потребительским свойством для приборов и изде-
лий, контактирующих с кровью, и требует дальней-
шего изучения электрокинетических и других фи-
зико-химических характеристик ее биологической 
инертности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование на поверхности титанового сплава 

ВТ-6 тонкой a-C:H:SiOx пленки, полученной методом 
плазмохимического осаждения с использованием 
импульсного биполярного смещения подложки, бо-
лее чем в 100 раз снижает плотность распределения 
тромбоцитов человека в сравнении с необработан-
ной металлической поверхностью. Полученные in 
vitro данные позволяют предполагать существенный 
атромбогенный потенциалa-C:H:SiOx покрытий на 
поверхности устройств, контактирующих с кровью.
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