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Введение

Углеродные алмазоподобные пленки обладают

уникальным комплексом свойств: высокой твер-

достью (до 100 ГПа) и износостойкостью, низким

коэффициентом трения (≤ 0,1), химической инерт-

ностью, а также биосовместимостью [1 – 5]. Это

обусловило перспективность их применения для

полезной модификации поверхности искусственных

имплантатов: снижения коэффициентов трения в

искусственных суставах, подавления тромбооб-

разования в устройствах, контактирующих с кровью,

а также для улучшения остеоинтеграции имплан-

татов, замещающих костные дефекты [6 – 9]. Однако,

независимо от физико-химических свойств им-

плантата его отторжение от живых тканей во мно-

гих случаях связано с присутствием на его поверх-

ности болезнетворных бактерий, типичными пред-

ставителями которых являются стафилококки. Задача

осложняется тем, что бактерии, образующие на

поверхности имплантатов биопленки, проявляют

высокую устойчивость к классическим антибио-

тикам. Все это указывает на необходимость поиска

средств, подавляющих как сорбцию инфекцион-

ных агентов на поверхности имлантированных

устройств, так и расщепление формирующихся на

них бактериальных пленок. Эффективным под-

ходом для решения проблем подавления био-

пленкообразования может стать использование

антибактериальных покрытий для снижения роста

биопленок, а также низкомолекулярных катионных

пептидов, природных соединений, способных

расщеплять образующиеся бактериальные пленки

[10, 11].
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Цель работы — анализ процесса образования

биопленок стафилококков на поверхность титана и

титана с углеродной алмазоподобной пленкой;

исследование действия низкомолекулярного катион-

ного пептида варнерина на биополенки, образу-

ющиеся на титане и алмазоподобной пленке.

Методика эксперимента

В качестве материала образцов был выбран титан,

поскольку этот металл и его сплавы широко исполь-

зуют в медицине для изготовления имплантатов [12].

В качестве тестовых образцов и подложек для

нанесения покрытий использовали пластины титана

марки ВТ1-0 размером 10 × 10 × 1 мм. Подготовка

поверхности пластин включала в себя шлифовку,

предварительную очистку в спиртовой ультразву-

ковой ванне (80 Вт), и финишную очистку путем бом-

бардировки ионами аргона энергией 4 кэВ, 30 мин,

в вакууме 6·10–3 Па на установке УВНИИПА-001.

Алмазоподобные углеродные покрытия (обще-

принятое название DLC) толщиной до 50 нм наносили

методом вакуумного импульсного дугового распы-

ления графита при частоте импульсов 1 Гц [13].

Необходимое количество образцов (24 пластины)

было изготовлено в трех независимых циклах

процесса.

Для микробиологических исследований авто-

клавированные пластины (1,5 атм., 121°С, 60 мин)

помещали в среду LB, содержащую бактерии

S.epidermidis 33 (107 КОЕ/мл), инкубировали в

течение 1, 3 и 5 суток в термостате при 37°С, после

чего трижды промывали 10 мМ  фосфатным буфером

(рН 7,2) для удаления планктонных бактерий. Часть

покрытых биопленками пластин инкубировали в

течение 24 ч при 37°С в этом же буферном растворе,

содержащем антибактериальный пептид варнерин

(128 мкг/мл), после чего вновь промывали тем же бу-

ферным раствором. Изучение биомассы пленок про-

водили путем измерения связывания клеточными

стенками бактерий и матриксом биопленок красителя

генцианвиолета [14]. Жизнеспособность клеточных

элементов биопленок выявляли по уровню восстав-

новления тетразолия MST в системе Cell Proliferation

Assay (“Promega”, США) по прописи фирмы. Оптиче-

скую плотность экстрактов окрашенных пленок изме-

ряли спектрофотометрически на приборе BenchMark

Plus (BioRaq, США) при длинах волн 570 и 490 нм.

Результаты и обсуждение

При подготовке образцов для исследования

особое внимание было обращено на рельеф по-

верхности титановых пластин, так как известно, что

он оказывает существенное влияние на адгезию

клеток и развитие клеточных структур [15]. Для

эксперимента были отобраны пластины со средней

шероховатостью R
a
 = 1,7 ± 0,1 мкм. Поверхность

титановых пластин представлена на рис. 1. Средняя

Рис. 1. Поверхность титановой пластины, используемая для
осаждения биопленок (сканирующая электронная
микроскопия).

Рис. 2. Клетка стафилококка и ее профиль (атомно�силовая
микроскопия).
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шероховатость в два раза превышает высоту клеток

стафилококка и сравнима с их размером (рис. 2).

Толщина покрытий h, определенная по шкале

цвет – толщина покрытия [16], в трех циклах напы-

ления составила 30, 35 и 40 нм. Шероховатость по-

верхности титановых пластин после осаждения DLC

покрытий (Ti + DLC) составила R
a
 = 1,85 ± 0,15 мкм,

что недостоверно отличается от R
a
 образцов титана

без покрытия.

Результаты по накоплению на поверхности

титановых и (Ti + DLC) пластин биомассы стафи-

лококка — M
Ti

, M
DLC

, количеству жизнеспособных

клеток — L
Ti

, L
DLC

, а также эти величины после дей-

ствия варнерина — Ti ,
VM DLC,VM Ti ,

VL DLC,VL  соответ-

ственно, приведены в табл. 1. Значения для образцов

с пленками различной толщины приведены отдельно

для каждой из трех партий образцов. Из табл. 1 следует,

что изменение толщины DLC от 30 до 40 нм досто-

верно не влияет на приведенные в таблице величины.

Поэтому далее для построения зависимостей f = M(t)

и f = L(t), где t — время инкубации, использованы

средние по всем трем образцам значения для каждого

времени инкубации (рис. 3). Из рис. 3 видно, что на

поверхности как Ti, так и (Ti + DLC), наиболее

быстрый прирост биомассы происходит в первые

часы инкубации, а на временном отрезке 1 – 5 суток

величины M и L ведут себя линейно. Присутствие

DLC на поверхности титана заметно подавляет рост

биомассы (рис. 3а) и снижает количество присут-

ствующих в ней жизнеспособных клеток (рис. 3б).

Более быстрый прирост массы биопленок в

первые часы инкубации (рис. 3а) связан, вероятно, с

тем, что процесс формирования биопленок опреде-

ляется адгезией клеток и происходит более интенсив-

но, когда клетки закрепляются на наиболее “удобных”

местах шероховатой поверхности образцов.

Таблица 1

Биомасса стафилококка на поверхности Ti и (Ti + DLC) пластин (MTi, MDLC), относительное количество
жизнеспособных клеток (LTi, LDLC), а также эти величин после действия варнерина (

Ti DLC Ti DLC, , , ,
V V V V

M M L L соответственно)

Время, M
Ti 

,
Ti

V
M , L

Ti
, Ti

V
L , h , M

DLC
, DLC

V
M , L

DLC
, DLC

V
L ,

сутки  усл. ед.  усл. ед. усл. ед. отн. ед. нм усл. ед.  усл. ед. усл. ед. усл. ед

1 0,94 0,55 2,36 0,38 3 0 0,71 0,20 1,23 0,29

3 5 0,74 0,27 1,40 0,30

4 0 0,66 0,20 1,20 0,30

Ср. знач. 0,70 ± 0,04 0,22 ± 0,04 1,28 ± 0,11 0,30 ± 0,01

3 1,77 0,78 4,26 1,21 3 0 0,96 0,31 2,24 0,70

3 5 1,28 0,61 2,61 0,93

4 0 0,94 0,44 2,32 0,63

Ср. знач. 1,06 ± 0,19 0,45 ± 0,15 2,39 ± 0,19 0,75 ± 0,16

5 2,13 0,91 6,28 2,52 3 0 1,53 0,42 3,11 1,43

3 5 1,73 0,69 3,10 1,15

4 0 1,61 0,50 3,60 1,55

Ср. знач. 1,62±0,10 0,54±0,14 3,27±0,29 1,38±0,21

Рис. 3. Зависимости накопления массы биопленки (а) и количества жизнеспособных клеток стафилококка (б) от времени
инкубации на титановой пластине (MTi, LTi), титановой пластине с DLC пленкой (MDLC, LDLC) и на этих же пластинах
после действия варнерина ( Ti

V
M , DLC

V
M , 

Ti

V
L , DLC

V
L ).

а б
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Однако, кроме уменьшения вероятности адгезии

клеток на (Ti + DLC), обращает на себя внимание

уменьшение пленкой DLC темпа увеличения коли-

чества жизнеспособных клеток на линейном участ-

DLC DLC

Ti Ti

, .
V VM L

M L
(3)

Как видно из рис. 4, величины DLC DLC

Ti Ti

,
M L

M L
 
 для

разных времен инкубации достоверно не разли-

чались. Их среднее значение составило 0,60 ± 0,08, то

есть DLC пленки независимо от времени инкубации

снижают биомассу и жизнеспособность клеток

в 1,5 – 1,9 раз по сравнению с титаном. После действия

варнерина средние значения DLC DLC

Ti Ti

,
V V

V V

M L

M L
 нахо-

дятся в тех же пределах. Это означает, что варнерин,

активируя аутолитические ферменты стафилококков

[21], действует однотипно на бактерии, сорбиро-

ванные как на поверхности Ti, так и на (Ti + DLC).

Среднее значение величин второй группы

DLC DLCTi Ti

Ti Ti DLC DLC

, , ,
V VV V M LM L

M L M L

 
  

 составляет 0,36 ± 0,09,

то есть варнерин снижает массу бактериальных

пленок и жизнеспособность клеток в 2,2 – 3,7 раза и

на поверхности титана, и на поверхности DLC.

Среднее значение величин третьей группы

DLC DLC

Ti Ti

,
V VM L

M L

 
  

 составляет 0,21 ± 0,06, то есть при-

менение DLC пленок в сочетании с варнерином

снижает биомассу бактериальных пленок и жизнеспо-

собность клеток в 3,7 – 6,7 раза по сравнению с

титаном.

Рис. 4. Значения средних по всем трем временам инкубации
отношений биомассы (M) и жизнеспособности
клеток (L) на титане (Ti) и алмазоподобной пленке
(DLC) до и после действия варнерина (М и L с
верхним индексом V).

ке процесса. Действительно, если Ti

DLC

1,
M t

M t

∂ ∂
≅

∂ ∂
 то

Ti

DLC

2.
L t

L t

∂ ∂
≅

∂ ∂
 Поскольку общая биомасса М вклю-

чает в себя как клетки, не способные осуществлять

метаболические процессы, так и жизнеспособные

клетки, то результат Ti Ti

DLC DLC

M t L t

M t L t

∂ ∂ ∂ ∂
≠

∂ ∂ ∂ ∂
 может

иметь место только тогда, когда количество жиз-

неспособных клеток составляет малую часть от всех

адгезировавших на поверхность образцов клеток ста-

филококка. Кроме того, часть жизнеспособных клеток

способны дополнительно наращивать биомассу за

счет деления. Тот факт, что Ti Ti

DLC DLC

M t L t

M t L t

∂ ∂ ∂ ∂
<

∂ ∂ ∂ ∂
свидетельствует о том, что основную роль в умень-

шении количества жизнеспособных клеток в био-

массе играет уменьшение вероятности их адгезии на

алмазоподобной пленке. Известно, что адгезия клеток

зависит не только от шероховатости, но и энерге-

тического состояния поверхности, в частности от

соотношения полярной и дисперсионной компонент

свободной поверхностной энергии [17]. В [18] было

показано, что на водородосодержащих а-С:Н пленках,

в которых формируются полярные С-Н связи,

количество адгезировавших бактерий было выше по

сравнению с DLC. Осаждение DLC пленок на по-

верхность титана, доля полярной компоненты сво-

бодной поверхностной энергии у которых в 1,5 раза

ниже, чем у титана [19, 20], приводит к снижению

количества адгезировавших бактерий.

Для количественной оценки степени влияния DLC

на биомассу бактериальных структур и жизнеспо-

собность клеток стафилококка, а также для ответа на

вопрос, влияет ли материал подложки на способность

варнерина подавлять биопленки этих клеток, рас-

смотрим средние по всем трем временам экспе-

римента отношения следующих величин, значения

которых представлены на рис. 4:

DLC DLC DLC DLC

Ti Ti Ti Ti

, , , ,
V V

V V

M L M L

M L M L
(1)

DLC DLCTi Ti

Ti Ti DLC DLC

, , , ,
V VV V M LM L

M L M L
(2)
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Таким образом, модификация поверхности

титана тонкими (≤ 50 нм) DLC пленками снижает

биомассу стафилококка и количество жизнеспо-

собных клеток в ней в 1,5 – 2 раза и отрицательно не

влияет на действие варнерина. Использование

модификации титана DLC пленками с последующей

выдержкой в варнерине способно снизить биомассу

стафилококка и количество жизнеспособных клеток

в 4 – 7 раз.

Заключение

Полученные в работе результаты позволяют

рекомендовать модификацию поверхности имплан-

татов на основе титана углеродными алмазоподоб-

ными нано-пленками с целью снижения вероятности

осложнений, вызванных стафилококковой инфекцией.

Необходимо отметить, что использованные методики

позволяют получать значения M и L в условных еди-

ницах, то есть не дают возможности непосредственно

установить количественное соотношение между

биомассой всех бактерий. Поэтому обсуждение ре-

зультатов возможно только на основе математи-

ческого анализа соотношения величин, полученных

одним методом и их зависимости от времени

инкубации в содержащей стафилококк среде.

Полученные результаты стимулируют прове-

дение исследовательских работ в направлении

полезного использования модификации DLC плен-

ками изделий на основе других материалов, в

частности, хирургического инструмента. В данном

случае DLC пленки одновременно способны улуч-

шать и трибологические свойства этих изделий [22].
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4-1003 и РФФИ, проекты № 11-04-96025-р-урал_а
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