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ВВЕДЕНИЕ 

 

Установка имплантата связана с риском возникновения бактериальной 

инфекции, которая может приводить к осложнениям и отторжению имплантата. 

Актуальной проблемой является возникновение высокоадгезивной биопленки, с 

которой не справляется традиционная терапия антибиотиками. Разработка 

антибактериальных материалов, оказывающих локальное бактерицидное 

воздействие, является рациональным способом решения этой проблемы. 

Основными способами обеспечения антибактериальной активности 

материала является иммобилизация на его поверхности антибиотиков или 

функционализация бактерицидными металлами. Однако, антибиотики могут 

быть неэффективны в случае множественной лекарственной устойчивости 

бактерий. Недостатки второго подхода связаны с токсичностью ряда 

бактерицидных металлов при высокой концентрации в отношении клеток 

организма. Анализ современного состояния исследований показывает, что 

токсичность бактерицидного металла, во многом, зависит от концентрации его 

ионов, тогда как антибактериальные свойства определяются множеством 

взаимозависимых факторов. Благодаря этим факторам антибактериальную 

активность можно обеспечить при низкой концентрации бактерицидных ионов. 

Альтернативным способом борьбы с инфекцией является использование 

материалов, образующих активные формы кислорода (АФК), способные 

подавлять инфекцию. Количество АФК зависит от нескольких параметров 

(природа материала, эффективная площадь поверхности, состава материала, 

состояние поверхности и способ предварительного облучения), роль которых 

изучена недостаточно. Еще одним новым и перспективным подходом к борьбе с 

бактериями является использование микрогальванических пар, однако, 

существует мало литературных данных об их эффективности. 

Таким образом, актуальность работы определяется необходимостью 

разработки новых покрытий с низким выходом ионов металлов и высокими 

бактерицидными свойствами за счет синергетического действия нескольких 
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антибактериальных механизмов и повышения биосовместимости исходных 

покрытий. Основами для создания новых материалов были выбраны: покрытие 

TiCaPCON с высоким комплексом химических, механических, трибологических 

и биологических свойств, необходимым для имплантатов, работающих под 

нагрузкой и рекомендованное для использования на территории РФ и широко 

используемое в имплантологии покрытие TiO2. Биосовместимость улучшали за 

счет введения в состав покрытия TiO2 кальция и фосфора, а в покрытие 

TiCaPCON бора. Антибактериальные свойства обеспечивали за счет 

последовательного ведения в состав покрытия TiCaPCON металлов Ag и Zn, или 

Pt и Fe и введение в состав покрытия TiO2 Ag и Pt. Вторым способом обеспечения 

антибактериальной активности TiCaPCON покрытий было нанесение на их 

поверхность растворимого антибактериального слоя B2O3.  

Отличительной особенностью разработанных покрытий является 

комбинация на их поверхности нескольких типов металлических наночастиц 

(НЧ), что позволило изменить кинетику выхода бактерицидных компонентов, 

увеличить генерацию АФК и создать разность потенциалов на поверхности 

одного материала. Благодаря этим подходам удалось достичь 

антибактериального эффекта при сохранении высокого уровня 

биосовместимости. 

 

Актуальность работы 

Актуальность работы заключается в необходимости разработки новых 

типов покрытий и методов их получения для модификации поверхности 

титановых имплантатов с целью придания материалам бактерицидных 

характеристик и улучшения биоактивности без ущерба для биосовместимости. 

Это позволит снизить риск возникновения инфекции на поверхности имплантата 

и улучшить его остеоинтеграцию с костной тканью, что, в конечном счете, 

приведет к повышению безопасности металлических имплантатов и увеличению 

срока их эксплуатации. Актуальность работы подтверждена ее реализацией в 

рамках нескольких проектов: 
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1. Программа повышения конкурентоспособности НИТУ «МИСиС» 

среди ведущих мировых научно-образовательных центров исследований для 

проведения научного исследования по направлению «Разработка перспективных 

функциональных неорганических материалов и покрытий с участием ведущих 

учёных». Грант № К2-2020–004.  

2. Грант Российского фонда фундаментальных исследований (РФФИ) 

№19–38–90249 от 23.08.2019 в рамках конкурсе «на лучшие проекты 

фундаментальных научных исследований, выполняемые молодыми учеными, 

обучающимися в аспирантуре» по теме: "Создание биоактивного и 

бактерицидного пористого покрытия на основе TiO2, легированного 

биоактивными компонентами и декорированного бактерицидными 

металлическим наночастицами". 

3. Грант Российского фонда фундаментальных исследований (РФФИ) 

№19–58–45016 от 07.10.2019 в рамках конкурса «на лучшие научные проекты 

фундаментальных исследований, проводимый совместно РФФИ и 

Департаментом науки и технологии правительства Индии» по теме: "Разработка 

биоактивных и бактерицидных покрытий c улучшенной остеоинтеграцией и 

способностью подавлять инфекцию". 

 

Цель диссертационной работы 

Разработка новых составов покрытий, обеспечивающих 

антибактериальный и противогрибковый эффект за счет выхода бактерицидных 

ионов, генерации активных форм кислорода, микрогальванического эффекта, 

или их комбинации, с улучшенными биоактивными характеристиками за счет 

легирования функциональными элементами.  

Для достижения поставленной цели в работе решались следующие 

задачи: 

- комбинацией методов магнетронного распыления, ионной имплантации 

и последующего низкотемпературного отжига получить покрытия TiCaPCON, 

декорированные наночастицами Ag, Zn, Pt, Fe; 
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- методом плазменного электролитического оксидирования (ПЭО) и 

последующей ионной имплантации получить покрытия на основе TiO2 

легированные Ca и P, и декорированные наночастицами Ag и Pt; 

- методами магнетронного распыления и последующего ионного 

распыления получить однослойные (TiCaPCON-В) и двухслойные 

(BOx/TiCaPCON) покрытия; 

- выявить вклад наночастиц металлов (Ag, Zn, Pt, Fe и их комбинации) на 

поверхности покрытия TiCaPCON в общую антибактериальную активность 

материала в отношении различных бактериальных штаммов с учетом 

следующих факторов: элементный и фазовый состав поверхности, 

смачиваемость, выход ионов, генерация АФК, наличие микрогальванических 

пар на поверхности, окислительные и катодные/анодные процессы, влияющие на 

скорость растворения частиц; 

- изучить влияние различных форм облучения на генерацию АФК 

покрытиями металл/TiCaPCON и металл/TiO2; 

- изучить влияние биполярного импульсного режима ПЭО-обработки 

титана на структуру и морфологию TiO2-покрытий, легированных Са и Р, а также 

их биосовместимость в модельном растворе, имитирующем внутреннюю среду 

организма (simulated body flued – SBF); 

- изучить влияние бора, как в составе покрытия на основе TiCaPCON, так 

и в составе двухслойных покрытий BOx/TiCaPCON, на биоактивные и 

бактерицидные свойства покрытий; 

- изучить структуру, состав, морфологию и электрохимические свойства 

покрытий; 

- изготовить экспериментальные образцы покрытий и передать их на 

биологические испытания для оценки биоактивности, биосовместимости, 

токсичности и бактерицидной активности покрытий. 
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Научная новизна 

1. Показано, что сильный бактерицидный эффект покрытий 

TiCaPCON-Ag,Zn в отношении бактерий кишечной палочки и золотистого 

стафилококка при сохранении цитосовместимости достигаться при очень низкой 

концентрации ионов Ag (0,11 млрд-1) и Zn (15 млрд-1). Медленный выход ионов 

Ag и Zn связан с тем, что наночастицы на поверхности находятся в окисленном 

состоянии.  

2. Установлена зависимость скорости выхода металлических ионов с 

поверхности покрытий TiCaPCON, имплантированных элементами Zn, Ag, Pt и 

Fe, или их комбинацией, от типа и сочетания наночастиц на поверхности, 

которые выполняют роль активных анодов или катодов, ускоряя или замедляя 

выход ионов. 

3. Методом Кельвин-зондовой силовой микроскопии показано что 

между наночастицами (Pt,Fe) и покрытием TiCaPCON в физиологическом 

растворе образуется разность потенциалов. Исключив возможный вклад 

бактерицидных ионов и активных форм кислорода, впервые показано, что 

бактерии могут погибать за счет непосредственного микрогальванического 

взаимодействия с поверхностью. 

4. Методом плазменного электролитического оксидирования получены 

новые составы цитосовместимых, биоактивных и бактерицидных покрытий на 

основе TiO2, легированные Ca, P и декорированные наночастицами Ag и Pt. 

Показано, что способность покрытий к минерализации в растворе, 

имитирующем внутреннюю среду организма, связана с быстрым выходом ионов 

Ca и P. Отличные бактерицидные свойства покрытий Ag/TiO2 объясняются 

синергетическим эффектом от воздействия ионов серебра и активных форм 

кислорода на клетки.  

5. Получены новые составы борсодержащих покрытий с высокой 

цитосовместимостью и бактерицидной активностью в отношении бактерий 

кишечной палочки, которые обеспечиваются за счет введения бора в состав 

покрытия и формирования слоя оксида бора на поверхности.  
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Практическая значимость 

1. Разработано покрытие BOx/TiCaPCON–B обладающее 

антибактериальной активностью и предназначенное для нанесения на 

поверхность титановых имплантатов, что подтверждено патентом РФ №2697720 

от 24.01.2019 «Многокомпонентный двухслойный биоактивный материал с 

контролируемым антибактериальным эффектом». 

2. Разработана технология нанесения двухслойных покрытий 

BOx/TiCaPCON–B и зарегистрирована технологическая инструкция на процесс 

нанесения многофункциональных наноструктурных двухслойных покрытий в 

системе Ti-Ca-P-C-O-N-B/B-O (ТИ 52-11301236-2021) 

2. В Федеральном бюджетном учреждении науки «Государственный 

научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» проведены 

биологические испытания титановых имплантатов с покрытием TiCaPCON-

Ag,Zn и титановых имплантатов с покрытием BOx/TiCaPCON–B. Показано, что 

имплантаты с покрытием TiCaPCON-Ag,Zn обладают 100% антибактериальным 

эффектом в отношении E. coli К-261 и S. aureus ATCC 25923, а имплантаты с 

покрытием BOx/TiCaPCON–B обладают 100% антибактериальным эффектом в 

отношении E. coli К-261. 

3. В Федеральном государственном бюджетном научном учреждении 

“Российский онкологический научный центр имени Н.Н. Блохина» проведены 

биологические испытания титановых имплантатов с покрытием TiCaPCON-

Ag,Zn и титановых имплантатов с покрытием TiCaPCON–11% B. Показано, что 

покрытия обладают высоким уровнем биосовметимости, а покрытия обладают 

высоким уровнем биосовметимости и биоактивности. 

 

Положения выносимые на защиту 

1. Установленные закономерности выхода ионов металлов с 

поверхности покрытий TiCaPCON, декорированных наночастицами Ag, Zn, Pt и 

Fe; 
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2. Установленная зависимость количества генерируемых активных 

форм кислорода от типа наночастиц и способа облучения поверхности покрытий 

TiCaPCON-(Pt,Fe); 

3. Зависимость антибактериальной активности от типа и концентрации 

бактерицидных ионов.  

4. Закономерности влияния бора на структуру, состав, 

электрохимические и биологические свойства покрытий TiCaPCON; 

 

Апробация работы 

Основные положения и результаты работы докладывались на следующих 

конференциях: 

Международный молодежный научный форум «ЛОМОНОСОВ-2018», г. 

Москва, 9-13 апреля 2018; ХV Российская ежегодная конференция молодых 

научных сотрудников и аспирантов «Физикохимия и технология неорганических 

материалов», г. Москва, 16-19 октября 2018; VII международная конференция с 

элементами научной школы для молодежи "Функциональные наноматериалы и 

высокочистые вещества", Суздаль, 1-5 октября 2018; форум «Наука будущего — 

наука молодых», Сочи, 2019; XV международный симпозиум 

самораспространяющегося высоктемпературного синтеза, 16-20 сентября 2019, 

Москва, Россия; VII Всероссийская конференция по наноматериалам 

«НАНО2020», Москва, 18 мая 2020; Международный молодежный научный 

форум «Ломоносов-2020». Москва, 2020; III Всероссийская конференция 

«Методы исследования состава и структуры функциональных материалов 

(МИССФМ-3), 1-4 сентября 2020; VII международная конференция с 

элементами научной школы для молодежи "Функциональные наноматериалы и 

высокочистые вещества", Суздаль, 5-9 октября 2020; XI Международная научная 

конференция «Современные методы в теоретической и экспериментальной 

электрохимии», Плес, Россия, 7-11 сентября 2020; 12-й международный 

симпозиум «Порошковая металлургия: инженерия поверхности, новые 
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порошковые композиционные материалы, сварка», Минск, Беларусь, 7-9 апреля 

2021.  

 

Публикации по теме диссертации: 

По материалам диссертации имеются 17 публикаций, в том числе 4 статьи в 

рецензируемых научных журналах, рекомендованных ВАК и индексируемых в 

Scopus и WoS, 12 тезисов докладов в сборниках трудов российских и 

международных конференций, 1 патент РФ. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа состоит из введения, 6 глав, общих выводов, 

списка использованных источников и 3 приложений. Диссертация имеет объем 

209 страниц, включая 25 таблицы, 68 рисунков, список использованных 

источников из 291 наименования. 
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ГЛАВА 1. Аналитический обзор литературы 

 

Имплантация в медицине означает установку в организм человека или 

животного имплантатов, которые предназначены для замены утраченных или 

поврежденных частей тела (протезы). Протезы делятся на закрепляемые снаружи 

(экзопротезы и эктопротезы) и вводимые в организм (эндопротезы). Наиболее 

распространенными эндопротезами являются дентальные имплантаты, которые 

устанавливают в количестве до 18 миллионов единиц в год (данные 2018 года), 

а также протезы тазобедренного сустава, позвоночника и различные фиксаторы 

для челюстно-лицевой хирургии и других частей тела (далее по тексту все они 

объединены в термин «имплантаты»). К материалам имплантатов применяется 

больше требований, чем к материалам внешних протезов, так как они 

взаимодействуют со внутренней средой организма.  Вмешательство в эту 

изолированную систему может вызвать ее реакцию, поэтому первым 

требованием для материалов является биоинертность. Биоинертность материала 

является одним из видов биосовместимости и позволяет оградить материала от 

взаимодействия с окружающей средой организма, что минимизирует 

вероятность его реакции. 

  

1.1. Материалы имплантатов 

 

Материалы для имплантатов в первую очередь делятся по уровню 

взаимодействия с организмом на биоинертные, биоактивные и 

биорезорбируемые. Если основная цель первых – исключить взаимодействие с 

организмом, то два последних типа нацелены на активную интеграцию в 

окружающие ткани. Наиболее распространенными биосовместимыми 

биоинертными материалами являются полиэтилен, диоксид циркония, оксид 

алюминия, нержавеющая сталь и титан [1]. Такое разнообразие природы 

материалов (керамика, полимеры и металлы) в первую очередь определяется 

условиями эксплуатации и окружающими имплантат тканями. Условия 

эксплуатации диктуют требования к механическим и химическим 
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характеристикам материала, что и вынуждает использовать конкретный класс 

материалов.  

Металлы являются наиболее распространенными типом материалов для 

имплантатов (около 50% рынка имплантатов) после керамики (около 25%). Эти 

материалы применяют для изготовления имплантатов, работающих под 

нагрузкой, которые используют для замены поврежденных участков кости, или 

устанавливают в местах контакта с ней. Постоянное взаимодействие материала 

с костной тканью накладывает, помимо требований биоинертности, отсутствия 

токсической или аллергической реакции, необходимость, так называемой, 

механической биосовместимости – подобия механическим свойствам кости [2]. 

По этому параметру среди металлов наибольшее распространение получил титан 

(Ti) и его сплавы из-за своих оптимальных механических характеристик [3]. Ti 

обладает высокой химической стабильностью, коррозионной стойкостью, 

подходящим модулем Юнга, пределом прочности при растяжении, 

пластичностью, усталостной долговечностью и износостойкостью [4]. 

Обширное распространение титана в качестве материала имплантатов и его 

оптимальные свойства являются причиной его выбора в качестве объекта 

модификации в данной работе.  

 

1.2. Модификация титана 

 

Следующим уровнем развития биосовместмости материала является 

переход от биоинерности к биоактивности, которой титан не обладает. Кроме 

того, коррозия или эрозия титанового имплантата в результате нарушении 

пассивного слоя могут привести к интенсивному выделению ионов и частиц 

металла в окружающие ткани и, как следствие, отказу имплантата [5–7]. 

Известна также проблема гиперчувствительности к титану, которой обладают 

около 15% людей и которая приводит к возникновению аллергических реакций 

[8,9]. Эффективным путем решения всех трех перечисленных проблем является 

нанесение покрытий. Покрытия позволяют сохранить все преимущества 
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объемного материала, оградить ткани организма от контакта с титаном и 

стимулировать процессы взаимодействия между имплантатом и костной тканью, 

удовлетворяя требования биоактивности. 

 

1.2.1. Плазменное электролитическое оксидирование  

 

Титан известен своей способностью вступать во взаимодействие с костной 

тканью благодаря оксиду на поверхности, однако, оксид присутствует только в 

виде тонкой пленки [10]. Получить толстый слой оксида можно методом 

микродугового окисления или плазменного электролитического оксидирования, 

который осуществляется при напряжениях, превышающих потенциал пробоя 

барьерного слоя [11]. Главным критерием биоактивного материала является 

образование плотного соединения с костной тканью – остеоинтеграция [12]. 

Первым условием, которое определяет биоактивность материала является 

обеспечения химического подобия поверхности материала составу костной 

ткани. Основными элементами биохимических реакций костной системы 

организма являются Сa, P, B, поэтому для придания биоактивных свойств важно 

обеспечить их наличие в составе покрытия. Возможность изменения состава 

электролита является одним из преимуществ метода ПЭО [13], которое 

позволяет модифицировать слой TiO2 требуемыми элементами [16-17]. Вторым 

условием биоактивности материала является наличие морфологии поверхности, 

которая максимально приближена к строению кости [12]. Преимуществом ПЭО 

является возможность создания слоя оксида титана необходимой толщины и 

микропор, которые улучшает адгезию, распространение, дифференцировку 

клеток костной ткани и повышают остеогенную способность материала [14] [15]. 

Изменение состава электролита и параметров процесса позволяет регулировать 

плотность покрытия, размер и распределение пор в и достигать желаемой 

структуры и свойств покрытия [18]. Морфология и состав покрытия зависят от 

напряжения положительного импульса [19], длительности обработки [20], 

плотности тока [21] и величины рабочего цикла [22]. Тщательный подбор 
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параметров процесса способствует получению оптимальной структуры, 

элементного и фазового состава, что обеспечивает высокую биоактивность 

материала [23]. Определенные параметры процесса даже позволяют 

сформировать на поверхности фазы подобные гидроксиапатиту (ГА) [24]. 

Важными параметрами ПЭО покрытий являются: соотношение фазовых 

составляющих в покрытии (рутил и анатаз) [25], а также форма и размер пор [22]. 

Было показано, что при наличии наноразмерных пор рост апатита происходит 

уже после 7 дней выдержки, тогда как в на микропорах он образуется только 

после 28 дней [26]. Известно, что оптимальным фазовым составом является 

соотношение анатаза к рутиллу не менее 77:23, которое благоприятствует 

эффективной остеоинтеграции [25]. Открытая пористость - важное 

преимущество ПЭО-покрытий. Микропоры увеличивают степень механической 

остеоинтеграции [27]. Перечисленные достоинства метода ПЭО привело к тому, 

что он активно применяется при производстве покрытий на титане. Широкое 

применение метода и возможности модификации покрытий стали причиной 

выбора ПЭО TiO2 как основы для создания бактерицидных поверхностей. 

 

1.2.2. Магнетронное распыление 

 

Нанесение на поверхность титана керамических покрытий на основе 

известных биоактивных CaP-содержащих материалов, например, 

гидроксиаппатита (ГАП) или фосфата кальция (ФК), является другим 

перспективным путем обеспечения интеграции в кость и защиты организма от 

контакта с металлом [28]. Однако, сохраняется существенный недостаток 

подобных материалов – низкие механические свойства. Кроме того, различная 

природа материала подложки и покрытия негативно сказывается на адгезии этих 

покрытий, что может быть привести к их отслоению в процессе эксплуатации 

[29].  Адгезию и механические свойства покрытия повышают за счет введения в 

состав CaP-содержащих покрытий титана (Ti), который позволяет снизить 

разницу в модулях упругости и термического расширения между материалом 
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покрытия и подложки [30]. Износостойкость и коррозионную стойкость 

покрытий повышают добавлением к C и N, которые образуют c Ti карбидные и 

нитридные фазы [31]. Необходимость наличия большого количества 

компонентов в покрытии ограничивает число методов, которыми возможно их 

получить. Эффективным способом нанесения подобных покрытий являются 

плазменные методы физического осаждения из газовой фазы (PVD), которые 

обеспечивают получение беспористого и высокоадгезионного слоя на 

поверхности подложки [32]. Магнетронное распыление является одним из 

современных методов нанесения покрытий. Основным его преимуществом 

является точный перенос состава мишени на подложку независимо от природы 

элементов [33]. Количество переносимых элементов ограничено только составом 

материала мишени и реакционного газа.  

 

1.2.3. Магнетронное распыление СВС мишеней 

 

Современные методы получения мишеней: литье или классическая 

порошковая металлургия имеют технологические ограничения на возможный 

состав мишени. Литье не позволяет ввести в состав материала мишени 

неметаллические и легкоиспаряемые элементы, а также затрудняет равномерное 

распределение нескольких элементов по всему объему расплава, поэтому часто 

применяется при создании только однокомпонентных металлических мишеней 

[34]. Классическая порошковая металлургия позволяет получить мишени с 

несколькими элементами в составе, но ограничена возможностями прессования 

и спекания конкретной порошковой смеси [35]. Расширить количество вводимых 

в покрытие элементов возможно при одновременном применении нескольких 

мишеней, однако, это усложняет и удорожает технологический процесс. 

Технология самораспространяющегося высокотемпературного синтеза (СВС) 

является эффективным путем решения проблемы создания многокомпонентных 

мишеней и позволяет расширить возможности технологии магнетронного 

распыления. СВС технология позволяет получить плотные и однородные 
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композиционные материалы с электрическими и термическими 

характеристиками оптимальными для использования в методах PVD [36]. 

Магнетронное распыление СВС мишеней позволяет осуществить перенос на 

подложку большого количества элементов, как металлической, так и 

неметаллической природы [37]. Существуют мишени на основе TiC различного 

состава, которые позволяют наносить покрытия, значительно увеличивающие 

механические и трибологические свойства титанового сплава [38]. Состав этих 

мишеней был улучшен добавлением различных CaP-содержащих материалов 

(ГА, ФК). Это способствовало повышению пролиферации остеобластов на 

поверхности полученных с помощью мишеней TiCN покрытий [39]. Применение 

модифицированных мишеней позволило получить TiCaPCON покрытия, 

которые обладают, высокой твердостью, пределом усталостной прочности, 

адгезионной прочностью и модулем Юнга, приближенным к костной ткани [40]. 

Было продемонстрировано, что поверхность этих пленок является биоактивной 

in vivo и in vitro и индуцирует образование слоя апатита в растворе, 

имитирующем внутреннюю среду организма (Simulated body flued – SBF), что в 

сочетании с высокими механическими характеристиками, износостойкостью, 

коррозионной стойкостью и гидрофильностью делает их перспективными 

кандидатами для нанесения на титановые имплантаты [41]. Эти достоинства 

покрытий стали причиной их выбора, как основы для дальнейшей модификации, 

с целью создания бактерицидных поверхностей. 

Таким образом, в настоящей работе уделялось внимание приданию 

антибактериальных и биоактивных свойств покрытиям на основе TiO2, 

полученным ПЭО и покрытиям на основе TiCaPCON, полученным методом 

магнетронного распыления композиционных СВС мишеней. 
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1.3. Подходы к созданию бактерицидных поверхностей при 

разработке материалов 

 

Успех имплантации зависит от множества факторов, основная часть 

которых поддается прогнозированию и контролю в отличие от проблемы 

бактериальной угрозы, которая может стать непредвиденным осложнением. 

Развитие имплантат-ассоциированной инфекции (ИАИ) часто требует 

извлечения установленного имплантата [42]. По данным некоторых 

исследований риск ИАИ составляет 1-2% и 2-52% для открытого перелома, а 

также до 2%, до 1,5% и до 9% при замене коленного, тазобедренного и 

голеностопного суставов, соответственно [43,44]. Бактерии могут попадать в 

преимплантационную область в результате внешнего или внутреннего 

инфицирования и приводить к воспалению [45,46].  Эффективной 

профилактикой бактериального заражения по первому пути являются 

дезинфекция и стерилизация медицинских изделий и помещения, а по второму – 

антисептическая обработка области имплантации и удаление зараженных 

участков ткани. Вероятность заражения при подобных мероприятиях 

лимитируется только условиями проведения операции и квалификацией врача, 

поэтому при текущем уровне медицины минимальна. Однако, существует шанс 

бактериального заражения уже после установки имплантата и связан он, как 

правило, с физиологическими особенностями и качеством жизни пациента: 

низкий уровень иммунитета, привычки курения (увеличивает шанс развития 

ИАИ в 5 раз), несоблюдение гигиены полости рта и другие [47]. Эти факторы 

являются причиной того, что опасность бактериального заражения и 

последующих осложнений все еще остается актуальной проблемой. Поверхность 

биоактивных материалов особенно сильно подвержена бактериальному 

заражению из-за своей привлекательности для бактерий [48]. Бактериальное 

заражение в области имплантации приводит к возникновению воспалительного 

процесса, который может затрагивать не только мягкие ткани, но и вызывать 

воспаление костной ткани с развитием переимплантита [49].  Основными видами 
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бактерий на поверхности имплантата являются S. aureus и S. epidermidis (49% 

случаев), E. Faecalis (около 6%), Acinetobacter spp. и P. Aeruginosa (около 11%) и 

E. cloacae, K. Pneumoniae и E. Coli (около 4%).  

Наибольшую опасность представляют не единичные бактерии, а 

высокоадгезивная биопленка, которую они образуют на поверхности при 

объединении в колонии [50]. Биопленка представляет собой комбинацию 

бактерий одного или нескольких видов (5–35%) и особой среды – 

экзополимерного матрикса, которая прикрепляется к поверхности материала и 

увеличивает физическую и химическую устойчивость бактерий в 100–1000 раз 

[51,52]. Биопленка может стать причиной развития острого и хронического 

воспаления [53]. Основным способом борьбы с внутренней инфекцией является 

лечение антибиотиками, которые могут назначать системно или вводить 

инвазивно в область имплантации. Однако, терапия антибиотиками является 

нежелательной по нескольким причинам [54]. (а) Многие бактерии имеют 

резестивность к большинству антибиотиков, а биопленка дополнительно 

усиливает ее [55,56]. (б) Антибиотики приводят к сопутствующему 

уничтожению полезной микрофлоры организма. (в) Состояние здоровье 

отдельных больных может не позволять применение сильнодействующих 

антибиотиков в эффективной для гибели бактерий дозе. Требуется найти иные 

способы подавить рост бактерий и предотвратить образование биопленки [57]. 

Рациональным решением является создание антибактериальной поверхности 

имплантатов, которая будет противодействовать как отдельным бактериям, так 

и ингибировать образование биопленки непосредственно в месте установки.  

Антибактериальные поверхности классифицируются на антибиотические, 

препятствующие прикреплению росту и развитию бактерий, бактерицидные, 

вызывающие гибель клеток при контакте, и бактериальные, высвобождающие 

адсорбированные бактерии [58,59]. Идеальная антибактериальная поверхность 

должна комбинировать в себе все три качества: предотвращать прикрепление 

бактерий, уничтожать бактерии, которые смогли адсорбироваться, и удалять 
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мертвые клетки [60]. Существует несколько основных стратегий создания 

антибактериальных поверхностей:  

(а) легирование бактерицидными ионами (Ag, Zn и др.) [61,62];  

(б) изготовление гетерогенных поверхностей, украшенных 

бактерицидными металлическими НЧ [63-65];  

(в) прививка различных антибиотиков, антибактериальных пептидов 

(АМП), четвертичных аммониевых и фосфониевых соединений, 

антикоагулянтов и радикалов NO на поверхности, [65-67]; 

(г) разработка специфической топографии поверхности и шероховатости. 

[68-70]. 

 

1.3.1. Пришивка антибактериальных агентов 

 

Необходимость борьбы с воспалителительным процессом, вызванным 

бактериальным заражением, вынуждает искать пути доставки лекарственого 

препарата к очагу воспаления. Этого можно достичь за счет иммобилизация 

терапевтического агента на поверхности материала, что является перспективной 

стратегией создания антибактериальных поверхностей [71]. Существует три 

основных пути иммобилизации антибактериальных агентов на поверхности 

материалов: электростатическое [72], ковалентное [73] и механическое 

связываение [74]. Способ иммобилизации определяется состоянием поверхности 

материала: наличием необходимых активных групп, химических соединений, 

неоднородностей рельефа или пор.  

Антибактериальные свойства поверхности обеспечивают за счет 

иммобилизации соединений различной природы: антимикробные пептиды 

(АМП) [73-79], антибиотики (гентамицин [80], ванкомицин [81] и др.[82-83]), 

антиадгезивные молекулы [84], галогены (фторид, [85] йод [86]) и другие 

соединения [87,88]. Выбор конкретного терапевтического агента опирается на 

способ введения, безопасность, эффективность и конечную стоимость. Наиболее 

распрастраненными клиническим антикоагулянтом является сульфатированный 
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полисахарид - Гепарин [89], который часто применяется для создания 

антибактериальных покрытий [90]. Гентамицин один из самых распрасраненых 

антибиотиков, который показывает эффективность против широкого спектра 

бактерий и часто используется для создания антибактериальных поверхностей 

[80]. Существует большое количество работ, где антибиотики были 

иммобилизованы на поверхности имплантата, но успех этой стратегии зависит 

от способности антибиотика сохранять функциональность после прикрепления 

[84]. Проблемой является обеспечение постепенного выхода антибиотика с 

поверхности покрытий в течение всего времени интеграции имплантата с 

костной тканью.  

Основными преимуществами АМП перед антибиотиками является 

оригинальная амфипатическая природа и иммуномодулирующая способность 

[91]. Применяется большое колличетсво разновидностей пептидов от 

искусственно синтезированных до экстрагированных из животных и 

человеческой крови. Литературные даные показывают, что маганин и низин 

были успешно иммобилизированы на поверхности материала с помощью 

ковалентных связей, что позволило уменьшить адгезию бактерий и 

ингибировать образование биопленки [74]. Однако, не все поверхности 

предоставляют возможность иммобилизации пептидов ввиду отсутствия 

необходимых связей на поверхности. Предварительная силанизация является 

наиболее частым способом функционализации поверхности требуемыми 

соединениями для последуюшего прикрепления пептидов [74,76]. Существуют 

также исследования, где предварительная обработка была использована для 

последующего формирования электростатической связи между пептидом и 

подложкой [72]. Использование промежуточных соединений, которые образуют 

связи как с подложкой так и с пептидом является эффективным способом 

иммобилизации пептида на поверхности [78]. Некоторые исследователи 

пытались комбинировать несколько способов закрепления пептида на 

поверхности материала: силанизация, пескоструйная обработка и кислотное 

травление [79]. Пептиды, как и другие антибактериальные агенты, также 
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успешно закрепляются на поверхности при наличии углублений [74]. 

Недостатком этого метода является быстрое высвобождение агента с 

поверхности и, следовательно, короткий антибактериальный эффект [92].  

Скорость высвобождения антибиотиков и других агентов снижают за счет 

нанесения биоразлагаемого полимера. Это позволяет пролонгировать 

антибактерилаьную активность и свести к минимуму локальную и общую 

токсичность, возникающую от переизбытка антимикробного соединения [52,93]. 

Показано, что покрытие трикальцийфосфатных (ТКФ) материалов ПЭГ-

подобными пленками позволяет снизить скорость высвобождения антибиотика 

ампициллина в 10 раз по сравнению с поверхностью необработанной 

полимерами [94]. Применение полимеров позволяет не просто снизить скорость 

высвобождения агента, но и управлять ей [95,96]. Например, скорость 

разложения покрытия из биоразлагаемого полиметакрилового ангидрида 

(ПMAH), нагруженного рифампицином [95], показала чувствительность к pH (в 

15 раз быстрее при pH 10 по сравнению с pH 1). Третим преимуществом 

применения полимеров является возможность функционализации их группами –

COOH или -NH2 для последующей иммобилизации различных терапевтических 

агентов: антибиотики [82,83], антиадгезивные молекулы [97,98], АМП [84] и 

другие бактерициды.  

Известны исследования где молекулы NO применяли для создания 

антибактериальных покрытий [100-102]. Существуют данные о том, что низкая 

концентрация NO (10-12-10-9 М) способна подавлять развитие биопленки и 

разрушать существующую путем перевода бактерии в дисперсное состояние 

[103]. Существенным недостатком NO является его высокая реакционная 

способность (период полураспада 0,1–5 с), что приводит к нестабильности его 

молекул. Решением этой проблемы является использование нитроксильных 

радикалов в которых радиклаьные группы стабилизированы за счет включения 

NO в гетероцикл [104]. Эффективность нитроксильных радикалов зависит от 

цикла и типа замещающих радикалов [105]. Эффектиная антибактериальная 

атктивность NO составляет не менее 10-3  М [106]. 
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Заключение 

Подход к высвобождению антибиотиков имеет определенные 

ограничения, такие как краткосрочный антибактериальный эффект, 

множественная лекарственная устойчивость и, возможно, неблагоприятные 

побочные эффекты. Эти недостатки устраняют, используя такие агенты как 

пептиды и нитроксильные радикалы, которые также проявляются 

бактерицидные свойства. Основной проблемой использования материалов с 

этими агентами является сложный технологический цикл их получения и 

зависимость активности агента от его химического состояния на поверхности и 

параметров среды. 

 

1.3.2. Создание специфической топографии  

 

Взаимодействие материала с поверхностью бактерий определяется двумя 

основными параметрами: химией поверхности и топографией [107]. Оба этих 

параметра взаимосвязаны, поскольку топографические особенности вызывают 

локальные изменения химического состава поверхности, тем самым влияя на 

взаимодействие клеток и их бактериологическую популяцию. Множество 

исследований уделяет внимание вопросу влияние морфологии и топографии 

поверхности материала на цитотоксичность и скорость формирования связей 

между имлпантатом и костной тканью [108-110]. Однако, бактерицидная 

активность поверхности также сильно зависит от парметров рельефа 

поверхности имплантата [111,112]. Показано, что противодействовать 

бактериальной инфекции можно путем предотвращения адгезии и колонизации 

бактерий с последующим образование биопленки [113,114]. Антиадгезионные 

поверхности с определенной шероховатостью являются эффективным 

препятствием для колонизации поверхности бактериями [115]. Бактерии, 

которым не удается прикрепиться к поверхности, не могут образовать биопленку 

и легко устраняются имунной системов органзима [116]. Решающее значение 

имеют параметры шероховатости, так как определенные макро- и 



26 
 

микроструктурированные поверхности могут, наоборот, способствовать 

взаимодействию бактерий с поверхностью [117,118]. Микроразмерные бактерии 

успешно закрепляются и формируют биопленку на неровностях микрорельефа, 

который по этой причине считается нежелательным для обеспечения 

антибактериальной защиты [119]. Результаты исследований по влиянию 

наноразмерной шероховатости на взаимодействие с бактериями в основном 

указыают либо на предотвращение бактериальной инфекции [120], либо на 

отсутствие какого-либо значимого эффекта [122]. Однако, есть данные, что 

наличие наноразмерной шероховатости может быть благоприятно для 

образования плотного белкового слоя на поверхности, который препятствует 

дальнейшей адгезии бактерий [121] Снижение вероятности адгезии не 

единственный вид взаимодействия нанорельефа с бактериями. Существуют 

данные об антибактериальной активности материала за счет нарушения 

целостности мембраны при контакте с нанорельефом поверхности, что приводит 

к механической инактивации и гибели бактерий [122,123]. Гибель клеток, как 

предполагается, возникает из-за адсорбции мембраны на неровности рельефа, 

что вызывает ее сильное растяжение и приводит к разрыву из-за этих внешних 

механических сил, превышающих верхнюю границу эластичности мембраны 

[124]. Топография поверхности может также косвенно влиять на 

антибактериальные свойства материала, например, при легировании 

поверхности бактерицидными ионнами. Рельеф поверхности оказывает влияние 

на скорость высвобождения ионов бактерицидных элементов, а значит и на 

общий антибактериальный эффект [125].  

Заключение 

Антиадгезионные поверхности при определенных условиях показывают 

антибиотические свойства, однако, они выражены слабо в сравнении с другими 

методами обеспечения антибактериальной активности. Стратегия уничтожения 

бактерий за счет механического взаимодействия с поверхностью является новой 

и изучена в недостаточной мере. Однако, создание контролируемой топографии 

поверхности в комбинации с другими антибактериальными механизмами может 
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быть перспективным путем обеспечения универсальных бактерицидных свойств 

материала.  

1.3.3. Легирование бактерицидными компонентами  

 

Существуют химические элементы, демонстрирующие выраженный 

антибактериальный эффект против бактерий и грибков различной природы. 

Уровень их бактерицидной активности зависит от конкретного штамма, а ее 

природа изучена слабо. Однако, легирование приповерхностных слоев 

материала этими элементами является распространённым путем создания 

антибактериальных поверхностей. Например, такие элементы как серебро (Ag), 

цинк (Zn), цирконий (Zr), медь (Cu), золото (Au), фтор (F), и бор (B) часто вводят 

в состав различных материалов для борьбы с инфекцией [126-128]. Легирование 

осуществляют множеством способов: имплантация ионов, диффузия, золь-гель, 

литье. Цель легирования – обеспечить выход ионов этих элементов из материала 

в окружающее пространство, так как именно их считают основной причиной 

антибактериальной активности [129]. Например, покрытия TiO2, легированные 

B, Ag, Zr, Zn, Cu, F и I, показали повышенную антибактериальную активность в 

отношении различных патогенных бактерий [130-136]. Антибактериальные 

свойства ГА также повышали включая в его состав различные бактерицидные 

ионы, такие как Cu2+, Zn2+, и Ag+ [137]. Бактерицидным металлом также 

полностью покрывают область материала, где требуется антибактериальная 

активность [138].  

Среди перечисленных бактерицидных элементов Ag является самым 

известным и мощным из-за широкого спектра его антибактериальных свойств и 

слабой вероятности у штаммов развить устойчивость [132,139,140]. Известен 

бактерицидный эффект Ag при различной концентрации против E.coli и S.aureus 

[141]. Есть данные о том, что именно ионы Ag проявляют высокую 

эффективность против различных видов бактерий и грибов [142], поэтому 

важным параметром является скорость высвобождения ионов. Скорость 

высвобождения очень сильно зависит от параметров поверхности (топография, 
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шероховатость) [143]. Тогда как прямой зависимости между колличеством 

высвобождаемых ионов и концентрацией Ag в материале не выявлено [144]. 

Бактерицидное действие ионов серебра связывают со снижением проницаемости 

мембраны, что нарушает дыхательные процессы бактерий, и изменением 

процессов ионного обмена в клетке, что приводит к образованию свободных 

радикалов и гибели клеток [141].  

Известны материалы, где в качестве бактерицидного элемента 

используется бор (B). Показано, что легирование наночастиц TiO2 бором 

повышает их антибактериальную активность при облучении видимым светом 

[145]. Образование гидроксильных групп на поверхности покрытий из TiO2, 

легированных B, приводило к разрыву мембраны бактериальной клетки [146]. 

Предполагалось, что бактерицидная активность этих материалов обусловлена 

реакцией свободного B и кислорода с образованием B2O3 [147]. Образование 

борного ангидрида (B2O3), борной кислоты (H3BO3) и тетрагидрата динатбората 

(Na2B8O13-4H2O), которые обладают противовоспалительными, 

антисептическими и противоопухолевыми свойствами, часто приводится как 

основная причина антибактериальной активности материалов с бором [148-150]. 

Другим возможным механизмом антибактериальных свойств B является 

образование B-содержащих комплексов с гликопротеинами и гликолипидами, 

которые влияют на целостность мембраны бактериальной клетки и ее функцию 

[150]. Существуют также данные, что соединения бора ингибируют образование 

биопленок с высокой степенью адгезии, подавляя самоорганизацию бактерий 

[128].  Таким образом, существует три возможных фактора антибактериальной 

активности B: соединения на основе бора, бор-содержащие комплексы и ионы. 

Заключение 

Ингибирование образования бактериальной биопленки до полной 

остеоинтеграции имплантата требует стабильных антибактериальных свойств 

материала в течение продолжительного времени. Однако, концентрация 

бактерицидного компонента в приповерхностном слое быстро снижается, что 

приводит к ухудшению антибактериальных характеристик материала. Кроме 
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того, иногда выход ионов бактерицидных элементов при обычном легировании 

достаточно низкий для значительного антибактериального эффекта. Это 

вынуждает искать пути повышения как концентрации высвобождаемых ионов, 

так и обеспечения стабильности их выхода во времени. Данные об 

антибактериальной активности материалов с бором делают его перспективным 

кандидатом для замены классических бактерицидных элементов. 

 

1.3.4. Декорирование поверхности наноразмерными частицами 

 

Легирование поверхности бактерицидным элементом часто не позволяет 

достичь достаточного уровня антибактериальной активности. Поиск путей 

повышения эффективности подобных материалов привел к идее создания 

поверхностей декорированных НЧ бактерицидных металлов. Основным 

преимуществом создания НЧ перед легированием тем же металлом, является 

увеличенная эффективная площадь поверхности [151]. Увеличение эффективной 

площади позволяет повысить скорость и удельное количество выходящих 

бактерицидных компонентов. Кроме того, наличие неровностей рельефа 

поверхности (наночастицы) может выступать в качестве дополнительного 

фактора бактерицидной защиты – антиадгезивного эффекта, который был описан 

в п.1.3.2. Совокупность этих возможностей привела к росту исследовательского 

интереса к разработке материалов с НЧ на поверхности. Как правило, 

материалом НЧ являются те же бактерицидные элементы, что используются при 

легировании поверхности [43, 152, 155]. 

Антибактериальные свойства Ag – самого распространённого 

бактерицидного элемента – были известны с древних времен. Недостатком 

стратегии с добавлением Ag является вероятность токсичного эффекта высоких 

концентраций его ионов [156]. Тогда как НЧ Ag на поверхности обеспечивают 

значительный антибактериальный эффект при относительно низкой 

концентрации Ag+ без ущерба для биосовместимости материала [157-158].  
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Наночастицы платины (Pt) также могут быть эффективны против 

некоторых патогенов [156]. Нанокристаллы/нанокластеры Pt 

продемонстрировали способность убивать раковые клетки посредством 

высвобождения ионов Pt2+ [157,158], а Pt-содержащие НЧ проявили 

антибактериальную активность против клеток E. coli, S. aureus и P. aeruginosa 

[159].  Ионы Zn и НЧ оксида цинка, которые могут генерировать АФК, 

проявляют антибактериальную активность против различных штаммов бактерий 

и грибов [160,161]. Однако, точные механизмы их антибактериальной 

активности, как и для НЧ Ag и Pt, не известны. Есть данные, что, кроме 

высвобождения ионов, НЧ благородных металлов (Ag, Au, Pt) повреждают 

мембрану клеток за счет своего отрицательного дзетта-потенциала [162]. Другим 

механизмом антибактериальной активности может быть наличие 

микрогальванических пар на поверхности[163]. 

Антибактериальные свойств НЧ определяются не только их материалом, 

но морфологией и химическим состоянием поверхности. Взаимодействие 

бактерий и материала может зависеть от размера, распределения и окисления НЧ 

[164-166]. При более высокой плотности НЧ площадь контакта НЧ с бактериями 

увеличивается, что может усиливать бактерицидный эффект. Стоит отметить, 

что имеющиеся данные об оптимальном размере НЧ довольно противоречивы и 

в основном относятся к растворам НЧ [167,168]. Природа антибактериального 

механизма НЧ Ag еще не изучена. Следует ли рассматривать НЧ Ag только как 

источник ионов или за этим стоит какой-то дополнительный механизм еще не 

установлено [169]. 

Наночастицы можно сформировать на поверхности несколькими 

методами: золь гель, электролитическое оксидирование, отжиг, ионная 

имплантация [170]. Поверхность ПЭО покрытий декорируют НЧ, подбирая 

состава электролита при их производстве. Обычно бактерицидные элементы 

добавляют в электролит в виде уже готовых НЧ или растворимых соединений 

[153]. Перспективным способом создания НЧ на поверхности может стать 

ионная имплатация. Этот метод часто используют для введения в материал 
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контролируемой дозы бактерицидного элемента [171,172]. Большая доза 

имплантируемого материала при определенных условиях приводит к 

формированию на поверхности НЧ [173]. 

Помимо усиленного антибактериального эффекта, наночастицы могут 

оказывать влияние на биоактивность материала. Формирование НЧ на 

поверхности микропористого покрытия может приводить к образованию 

иерархической структуры, которая улучшает распространение клеток костной 

ткани и усиливает их остеогенную дифференцировку [27,174]. 

Заключение. 

Создание НЧ на поверхности материалов является современным и 

перспективным способом создания бактерицидной поверхности. Наночастицы 

позволяют реализовать несколько механизмов антибактериальной активности в 

одном материале. Однако, слабо изучено влияние этих механизмов и различных 

типов НЧ на общий уровень бактерицидных свойств материала. Разработка 

покрытий с НЧ, которые обеспечивают один или несколько механизмов 

бактерицидной активности материала, может привести к созданию оптимальной 

антибактериальной поверхности для имплантатов. 

 

1.4. Механизмы уничтожения бактерий при использовании 

наноразмерных поверхностей 

 

Несмотря на значительный прогресс в области разработки 

антибактериальных покрытий, в настоящее время нет четкого понимания 

основной причиной гибели конкретного типа бактерий. Различные подходы к 

уничтожению или сдерживанию роста бактериальных культур были 

неоднократно рассмотрены многими авторами. [58,174,176] Большинство работ 

направлено на придание антибактериальной активности конкретному материалу, 

но только некоторые из них рассматривали факторы, определяющие 

бактерицидность материала в отношении различных бактерий. Бактерии 

различаются по форме, размеру, толщине клеточной стенки, составу внешней 
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мембраны и многим другим характеристикам, поэтому причины их гибели могут 

быть разными [152]. Антибактериальные материалы с наноразмерной 

поверхностью могут приводить к гибели бактерий за счет:   

а) ингибирования бактериальной адгезии и образования биопленок из-за 

электростатического взаимодействия с бактериями (так называемая 

антиадгезионная, бактерицидная или противообрастающая поверхность),  

б) высвобождения ионов бактерицида, приводящих к гибели бактерий 

через один из известных механизмов (повреждение клеточной оболочки и 

цитоплазматического компонента, блокирование способности пептидогликана 

переносить кислород, инактивация ферментативных функций белков, 

нарушение репликации ДНК),  

в) генераций активных форм кислорода, которые, вероятно, вызывают 

окислительное стресс у бактерий.  

г) формирования разницы в потенциалах между областями на поверхности 

материала, что может привести к гибели бактерий посредством прямого 

микрогальванического взаимодействия. 

 

1.4.1. Ингибирование бактериальной адгезии  

 

Развитие бактериальной инфекции начинается с миграции бактерий в 

область имплантации и последующей адгезии на поверхности инородного тела. 

Бактерии в свободном состоянии, как правило, не представляют угрозы для 

организма [176]. Адсорбция бактерий — это первый этап образования 

биопленки, за которым следует прикрепление, и колонизация [177]. Механизм 

бактериальной адгезии зависит от типа бактериальных организмов, но самым 

распространённым является возникновение электростатического 

взаимодействия c поверхностью [176]. Антиадгезионный подход основан на 

предотвращении адсорбции бактерий на поверхность, что позволяет избежать 

развития их колоний. Клеточная мембрана большинства бактерий имеет 

отрицательный заряд, поэтому обеспечение отрицательного заряда поверхности 
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может приводить к отталкиванию бактерий из-за электростатических сил [178]. 

Снизить вероятность адгезии также можно через создание определенного 

рельефа поверхности, который будет неблагоприятен для прикрепления 

бактерий [179]. Уровень шероховатости рельефа (макро, микро, нано) 

определяет успешность адгезии бактерии и вероятность формирования 

биопленки. Третьим способом контроля антибактериальной адгезии является 

изменение смачиваемости материала [180,181]. Гидрофобные поверхности 

являются наиболее привлекательными для бактерий, поэтому создание 

гидрофильных, сильно гидратированных и незаряженных поверхностей может 

значительно снизить вероятность бактериальной адгезии. Другим 

преимуществом хорошей смачиваемости поверхности является повышение ее 

биосовместимых свойств за счет активного прикрепления, распространения и 

пролиферации костных клеток [182]. Одним из способов обеспечения 

гидрофильности материалов является создание пористой структуры, что 

позволяет осуществить метод ПЭО [183]. 

 

1.4.2. Выделение бактерицидных ионов 

 

Уничтожение бактерий вблизи поверхности биоматериала ионами 

бактерицидных агентов является еще одним эффективным способом 

предотвращения образования биопленки. Существует несколько основных 

версий природы антибактериального действия ионов. Ионы бактерицидов могут 

ингибировать бактерии, (а) повреждая их оболочку и цитоплазматический 

компонент, (б) блокируя способность пептидогликана переносить кислород, (в) 

инактивируя ферментативные функции белков и/или (г) нарушая репликацию 

ДНК. Высвобождение ионов – один из наиболее важных факторов, влияющих на 

взаимодействие бактерий и материала. Стратегия, основанная на 

высвобождении, подразумевает присутствие противомикробных агентов  либо в 

верхнем слое материала, либо в виде наночастиц (Ag, [184-186] Cu, [187,188] Au, 

[189,190] Zn [191]. Предполагается, что ионы таких элементов как Ag, Cu, Zr и 
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Zn проникают через мембрану клетки и вступают во взаимодействия с белками. 

Взаимодействие металлических ионов с белками приводит к ослаблению связи 

между аминокислотами в белках и снижает их способность к метаболизму, что и 

приводит к гибели [192]. Другая теория предполагает нарушение структуры 

клеточной мембраны ионами металлов [193]. Третий механизм связан с 

нарушением функций дыхания клетки, образованием свободных радикалов и 

повреждением ДНК клетки. [187] 

Концентрация ионов, которая необходима для успешной инактивации 

бактерий зависит от вида бактерицидного элемента и от штамма бактерии, 

поэтому точно не определена [144]. Сообщалось, что минимальная 

бактерицидная концентрация (МБК) пяти типов бактерицидных ионов (Ag, Cu, 

Pt, Au и Pd) против трех различных типов бактерий (K. pneumoniae, A. baumannii 

и E. faecium) находится на уровне млн-1 [194]. Однако, другие исследователи 

сообщают, что заметный антибактериальный эффект многие бактерицидные 

ионы демонстрируют даже при существенно более низких концентрациях (в 

диапазоне млрд-1).  Некоторые  исследования показывают, что нет четкой 

корреляции между концентрацией высвобождаемых ионов Ag и их 

антибактериальной активностью [177]. В таблице 1.1 сравниваются известные 

концентрации ионов Ag, приводящие к инактивации бактерий. 

Таблица 1.1. Концентрация ионов Ag, необходимая для подавления бактерий 

Штаммы бактерий Концентрация Ag+, млрд-1 Ссылка 

E. coli, S. aureus 60 000 [196,197] 

S. aureus, P. aeruginosa 39 000 [198] 

E. coli 5 400 [199] 

S. aureus 50 [200] 

S. epidermidis 18 [201] 

E. coli, S. aureus, S. epidermidis 10 [164,165] 

S. aureus 5 [185] 

 

Таблица 1.1 показывает, что нет единого мнения о минимально 

необходимой концентрации ионов. Диапазон концентраций, в которых 

наблюдался антибактериальный эффект ионов, составляет более чем четыре 
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порядка. Антибактериальная активность Ag зависит от отношения площади 

бактерицида, к объему бактериальной культуры, типа используемых бактерий, 

степени агломерации Ag на поверхности и других факторов. Известно, что 

вероятность токсичного действия на клетки организма тем выше, чем больше 

содержание Ag [197]. Покрытия, высвобождающие приблизительно 10 млн-1 

ионов Ag+, не были токсичными для остеобластических клеток человека, в то 

время как при более высоком выщелачивании ионов Ag+ (30–50 млн-1) материал 

становился чрезвычайно цитотоксичным.  

Цитосовместиомсть материалов сильно зависит от дозы ионов, поэтому ее 

нужно тщательно контролировать. В частности, токсическое действие ионов 

Ag+, адсорбированных на клеточных стенках, приводящее к их повреждению, 

сообщалось во многих исследованиях [202,203]. Контролируемого 

высвобождения ионов металлов трудно достичь, потому что скорость выхода не 

всегда зависит от содержания бактерицидных элементов, на нее влияют такие 

дополнительные факторы, как степень агломерации металла, шероховатость и 

кинетика окисления поверхности [195].  

 

1.4.3. Генерация активных форм кислорода 

 

В последнее время возрос интерес к АФК, как потенциалным 

антибактериальным средствам [204]. АФК представляют собой свободные 

радикалы, которые являеются очень реакционноспособными соединениями. 

Высокая реакционная способность позволяет им активно взаимодействовать с 

клетками, вызывая в них окислительный стресс. Эта особенность сделала их 

перспективными кандидатами на роль терапевтических агентов в борьбе с 

бактериальной инфекцией. Основным путем образования АФК является 

разложение воды. Небольшая антибактериальная активность TiO2 связана 

именно с его способностью образовывать АФК, однако, их концентрация очень 

мала [205]. Образование АФК происходит из-за полупроводниковой природы 

TiO2 с шириной запрещенной зоны 3,2-3,4 эВ [206]. Энергетическое воздействие 
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на материал способствует перераспределению электроннов из зоны валентности 

в зону проводимости, что приводит к возникновению носителей положительного 

заряда (дырок) в валентной зоне и отрицательных носителей заряда 

(электроннов) в зоне проводимости. Дырки пытаясь компенсировать недостаток 

электрона приводят к окислению соединений вокруг материала и образованию 

АФК [207]. Анибактериальная активность АФК может быть связана не только с 

индукцией окислительного стресса, но и с повреждением биомолекул (белок и 

ДНК). Легирование TiO2 некоторыми элементами позволяет снизить скорость 

рекомбинации фотогенерируемых зарядов [219]. 

В работе [55] показано, что комбинация поверхностных НЧ Ag и 

полупроводниковой матрицы TiO2 позволила обеспечить генерацию активных 

форм кислорода из-за фотоэлектрической реакции. Другие исследователи 

модифицировали покрытия ПЭО TiO2 множеством методов: гидротермальная 

обработка, ионное распыление (Ag, Sn, Zn, Pt) [208] и ионная имплантация (Ca, 

F, N, Fe) [167]. Итоговый антибактериальный эффект полученных ПЭО TiO2 с 

НЧ был связан либо с образованием комплекса фторида металла, либо с 

образованием АФК [209]. Композиты металл/TiO2 обычно демонстрируют 

хорошую антибактериальную активность в основном при УФ облучении. 

Однако, есть данные, что Au/TiO2 проявляют антибактериальный эффект из-за 

АФК, которые образуются в результате фотокаталитического эффекта в 

видимом свете [210]. Au/TiO2 покрытия частично разрушали клетки бактерий 

даже в темноте [211] Предполагается, что НЧ Ag и Au в покрытиях Ag/TiO2 [212] 

и Au/TiO2 [213] захватывали электроны, образующие барьер Шоттки на границе 

раздела металл/керамика, тем самым уменьшая скорость рекомбинации заряда.  

НЧ оксида Fe очень активны для генерации АФК. Например, Fe2+ легко 

реагирует с H2O2 с образованием гидроксильных радикалов через классическую 

гомогенную реакции Фентона [215,216] Реакции образования АФК НЧ оксида Fe 

в биологической среде были неоднократно рассмотрены при облучении 

солнечным светом [217],[218].  
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Заключение 

Бактерии можно уничтожить с помощью АФК, что было показано во 

множестве работ, однако, важно обеспечить достаточную концентрацию 

радикалов. Создание на поверхности материала НЧ металлов позволяет усилить 

генерацию АФК. Материал, образующий достаточный уровень АФК или 

комбинирующий их с другими антибактериальными механизми, потенциально 

может стать универсальной антибактериальной поверхностью. 

 

1.4.4. Наличие разницы потенциалов 

 

Поиск альтернативы стандартным методам предотвращения 

бактериальной колонизации привел к разработке поверхностей, которые 

убивают бактерии при контакте за счет микрогальванического эффекта. 

Микрогальванический эффект может возникать между металлической НЧ и 

окружающей матрицей покрытия. Например, недавно сообщалось, что частицы 

Mg-Ti эффективнее уничтожали клетки в сравнении с одиночными частицами 

Mg [220]. Фагоцитоз частиц был невозможен ввиду их большого размера, 

поэтому единственным объяснением их цитотоксического эффекта стал 

микрогальванический эффект. Сообщалось также об антибактериальном 

эффекте тонких покрытий из Mg в отношении S. epidermis, который объясняли 

несколькими факторами, включая влияние микрогальванических 

взаимодействий [221,222]. Факт образования микрогальванических пар между 

НЧ Ag и матрицей TiO2 в жидкости подтверждали в нескольких работах через 

измерение электрохимической поляризации и дзета-потенциала [163,168]. 

Результаты исследований показали, что модифицированные НЧ Ag поверхности 

значительно уменьшали распространение бактерий S. aureus и E. Coli, несмотря 

на очень низкое содержание ионов Ag+ (<10 млрд-1) в воде после выдержки 70 

дней. Антибактериальную активность объяснили физическим контактом 

бактерий с металлическими НЧ, что привело к переносу электронов от бактерий 

к НЧ и далее к носителю TiO2 [211,213]. Предполагается, что бактерии могут 
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погибнуть из-за потери электронов [213] или из-за образования непосредственно 

АФК, которые атакуют клеточную мембрану и нарушают ее целостность [214]. 

Существуют также данные, что Ag и Cu металлы, кроме действия ионов, могут 

уничтожать бактерии за счет поверхностных контактных эффектов при 

низкоинтенсивном облучении [209] Механизм межфазного переноса заряда 

между CuO и Ag2O предположительно основан  на разделении электронно-

дырочных пар под облучением. Было также высказано предположение, что 

антибактериальный механизм вызван нарушением протонного 

электрохимического градиента в межмембранном пространстве бактерий из-за 

образования обедненных протонами областей во время катодных реакций [223]. 

Известна гипотеза, что обедненные протонами области могут формироваться 

вокруг НЧ Ag и нарушать трансмембранный протонный электрохимический 

градиент у бактерий [224]. Однако, Ag является бактерицидным элементом, 

поэтому данные о действии микрогальванических пар в его случае следует 

рассматривать скептически.  Микрогальванический эффект покрытия TiO2 с НЧ 

Ag был усилен за счет легирования Zn [225,126]. Покрытия, модифицированные 

Zn и Ag, продемонстрировали повышенный бактерицидный эффект по 

сравнению с образцами, содержащими только Ag или Zn. Однако, сделать 

утвердительный вывод о влиянии микрогальванических процессов на 

антибактериальный эффект невозможно, поскольку оба элемента являются 

бактерицидами. 

Заряженная поверхность материала может ингибировать образование 

биопленки не только за счет теоретического воздействия микрогальванических 

пар. Наиболее распространённым и доказанным механизмом ингибирования 

бактериальной адгезии является электростатическое взаимодействие между 

бактериями и поверхностью имплантата [227,228]. В физиологических условиях 

поверхность грамположительных и грамотрицательных бактериальных клеток 

несет отрицательный заряд, который возникает в результате диссоциации или 

протонирования карбоксила (-COOH), фосфата (-HPO4, -H2PO4, -HPO4-) и амино 

(NH3+). группы. При приближении к заряженной поверхности имплантата 
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заряженные группы могут объединяться или диссоциировать на поверхности 

бактерий, изменяя их конформацию.  

  

Заключение 

Главным вопросом остается, можно ли обеспечить антибактериальную 

активность только за счет микрогальванического эффекта или добиться 

синергетического эффекта путем комбинации микрогальванических пар и 

бактерицидных ионов. Взаимодействие микрогальванических пар и бактерий 

изучено слабо и может стать перспективной стратегией создания 

антибактериальных поверхностей. 

 

1.5. Постановка задачи 
 

Аналитический обзор литературы показал, что требуется разработка 

материала, который будет способен противодействовать бактериальной 

инфекции при низкой токсичности в отношении клеток костной ткани. 

Совместить в одном материале эти два подхода можно объединив несколько 

стратегий создания антибактериальных поверхностей. Задачу предполагается 

достичь, создав наноструктурированное биосовместимое покрытие, 

модифицированное биоактивными и антибактериальными функциональными 

элементами в виде НЧ. С целью разработки такого материала будут 

использованы несколько подходов:  

- введение в состав TiCaPCON и ПЭО TiO2 покрытий Ca, P и B; 

- создание НЧ Ag, Zn, Fe и Pt с большой эффективной площадью на 

поверхности TiCaPCON и ПЭО TiO2 покрытий; 

- нанесение растворимого антибактериального слоя BOx на TiCaPCON-B 

покрытие.  

Ca, P и B будут введены в покрытия в процессе получения и для 

повышения биоактивности исходных покрытий, а НЧ предполагается создать на 

поверхности методом ионной имплантации. НЧ Ag, Zn, Pt, Fe планируется 
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использовать для достижения безопасной дозы бактерицидных ионов. 

Предполагается изучить возможность комбинации нескольких НЧ с целью (а) 

управления кинетикой выхода бактерицидного компонента, (б) обеспечения 

генерации АФК при облучении УФ светом и (в) проверки гипотезы о 

возможности формирования разницы потенциалов на поверхности. Важно 

оценить действие на бактерии каждого из перечисленных антибактериальных 

механизмов. Бор предполагается ввести в материал в качестве легирующего 

компонента и нанести непосредственно в виде оксида на поверхность с целью 

проверить его антибактериальные свойства.  
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ГЛАВА 2. Материалы, оборудование и методика исследований 

 

2.1. Исходные материалы подложек 

 

Подложками для нанесения покрытий на основе TiCaPCON являлись 

пластины монокристаллического кремния марки КЭФ-4.5, ориентированные 

плоскостью (100) и диски диаметром 30 мм, толщиной 10 мм из титанового 

сплава ВТ1-0. Покрытия на основе TiO2 наносили на пластины из титанового 

сплава ВТ1-0 размером 15×15×5 мм. 

Диски и пластины вырезали на электроэрозионном станке из прутка и 

цельного листа титанового сплава марки BT1-0, соответственно. Подложки 

шлифовали и полировали на автоматической шлифовально-полировальной 

машине RotoPol (Struers, США). Шлифовку дисков проводили на абразивных 

дисках с зернистостью (P) 120, 250, 500, 1000, 2000 и 4000 последовательно. 

Следующим этапом подготовки была механохимическая полировка поверхности 

с использованием оксидной суспензии, 10% раствора аммиака и пероксида 

водорода. Шлифовку пластин осуществляли на абразивном круге с зернистостью 

P = 120, после чего пластины подвергали травлению в концентрированной 

плавиковой кислоте (HF) в течение 10 сек. Все образцы после шлифовки, 

полировки и травления промывали дистиллированной водой и хранили в 

сушильном шкафу при температуре 50оС. 

 

2.2. Методики получения покрытий  

2.2.1. СВС мишень для магнетронного распыления  

 

Материалом для нанесения покрытий выступала композиционная мишень 

состава  Ti (25-32 ат%), C (30-35 ат%), O (4-8 ат%), N (32-34 ат%), Ca (1-2 ат%), 

P (0,5-1 ат%), изготовленная согласно ТУ 24.45.30–026-11301236-2018 

«Мишени-катоды однослойные композиционные СВС-П для ионно-

плазменного осаждения многофункциональных биоактивных наноструктурных 
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покрытий (МБНП)» в ЗАО НПО «Металл» методом самораспространяющегося 

высокотемпературного синтеза. Покрытия были нанесены методом физического 

осаждения из газовой фазы путем магнетронного распыления мишени в смеси 

газов (Ar) с 15% азота (N). Технологические параметры нанесения покрытия 

были подобраны согласно ТУ 9438-015-11458417-2008 «Набор имплантатов 

титановых с многофункциональными биоактивными наноструктурными 

покрытиями для черепно-челюстнолицевой хирургии ЧЧЛХ-Имбнп-«Конмет».  

. 

2.2.2. Получение покрытий TiCaPCON 

 

Покрытие TiCaPCON толщиной 0,8–1,0 мкм наносили на подложки в 

вакуумной камере многофункциональной установки, собранной на базе УВН-

2М. Установка оснащена вакуумной системой, включающей форвакуумный 

насос модели НВР-60 и диффузионный насос модели НД-250. которые 

совместно обеспечивают в вакуум до 2×10-3 Па. В рабочей камере установки 

присутствуют два планарных сбалансированных магнетрона для распыления 

мишеней диаметром до 120 мм, два ионных источника и имплантер 

высокоэнергичных ионов.  

Подложки фиксировали напротив мишени на расстоянии 100 мм. 

Начальное давление в рабочей камере стабилизировали в значении 10–3 Па, затем 

камеру заполняли Ar до общего давления 0,2 Па. Первым этапом 

технологического цикла получения покрытий являлась очистка поверхности от 

адсорбированных газов и оксидных слоев. Очистку проводили путем ионного 

травления подложек в пучке ионов аргона (Ar) при давлении газа 8×10-2 Па с 

помощью источника щелевого типа. Параметры очистки были следующие: 

напряжение 2 кВ; энергия ионов 2 кэВ; смещение -500 В; плотность ионного тока 

на подложках 2 мА/см2; время очистки 10 мин, температура подложек 200 оС. 

Адгезию покрытий к подложке Si повышали путем имплантации ионов титана 

(Ti2+) с энергией около 40 кэВ в течение последних 3 трех минут ионной очистки 
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и первых 2 минут осаждения покрытия. Имплантацию проводили при 

ускоряющем напряжении 20 кВ и токе 5 мА.  

Покрытие TiCaPCON наносили путем магнетронного распыления 

композиционной мишени диаметром 120 мм и толщиной 8 мм состава 

TiC+10%Ca3(PO4)2 в газовой смеси аргона и азота при парциальном давлении 

азота N2/(N2+Ar)15%. Стабилизацию состава поверхности мишени, удаление 

газа и влаги с поверхности осуществляли путем предварительного прогрева 

мишени при повышенном токе и тепловой нагрузке перед нанесением покрытия. 

Для снижения возможных напряжений в покрытии первый этап осаждения в 

течение 2 мин осуществляли при малой величине тока – 1 А (устройство 

Advanced Energy Pinnacle Plus). Затем производили основной этап осаждения 

покрытия.  Параметры основного этапа имели следующие значения: расстояние 

до подло жки 100 мм, общее давление в камере 0,1 Па, напряжение смещения на 

подложке -50 В, ток магнетрона 2А, время напыления 15 мин. 

 

2.2.3.  Получение покрытий BOx/TiCaPCON-B 

 

Покрытий состава TiCaPCON-B наносили методом магнетронного 

распыления двух композиционных СВС мишеней составов TiC0,5+10%Ca3(PO4)2 

и TiB2 в атмосфере Ar+15%N при давлении 0,1 Па в течение 30 мин. Расстояние 

до подложки соответствовало 100 мм, температура подложки 200оС, напряжение 

смещения -50В. Ток на мишени TiC0,5+10%Ca3(PO4)2 фиксировали в значении 2 

А, а на мишени TiB2 изменяли в зависимости от требуемой концентрации B от 

1,2 до 1,4 А (таблица 2.1).  

Покрытия BOx/TiCaPCON–B были получены методом ионного 

распыления мишени на основе BOx в одном технологическом цикле сразу после 

осаждения покрытия TiCaPCON–B. Процесс нанесения слоя B2O3 начинали за 3 

мин до окончания осаждения покрытия TiCaPCON–B, для этого ток на 

магнетронах с мишенями TiC0,5+10%Ca3(PO4)2 и TiB2 снижали до 1 А. Ток и 
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напряжение разряда ионного источника поддерживали на уровне 70 мА и 2 кВ, 

соответственно, осаждение проводили в течение 25 мин (таблица 2.1). 

 

Таблица 2.1. Параметры осаждения покрытий BOx(TiOx)-TiCaPCON-B 

Образец Ток на 

магнетроне 

с мишенью 

TiB2, А 

Условия 

нанесения 

второго слоя 

Содержание B в 

TiCaPCON-B 

покрытиях, ат.%  

TiCaPCON–15% B 1,4  - 15 ± 1 

TiCaPCON–11% B 1,2  - 11 ± 1 

TiCaPCON–8% B 1  - 8 ± 1 

BOx/TiCaPCON–B 1,2 Осаждение B2O3 

I=70 мА, U=2 кВ 

11 ± 1 

 

2.2.4. Получение покрытий TiO2 

 

Покрытия TiO2 были получены методом ПЭО подложки из титанового 

сплава марки ВТ1-0 размером 15×15×5 мм в электролите фиксированного 

состава. Дистиллированная вода была выбрана в качестве основы для 

электролита, чтобы избежать попадания в покрытие сторонних примесей. 

Электролит для ПЭО приготавливали путем смешивания нескольких 

химических соединений в различной комбинации: Ca(OH)2, Ca(CH3COO)2 или 

CaC3H5(OH)2PO4 качестве источника Ca, Na3PO4×12H2O или K4P2O7×3H2O в 

качестве источника P, жидкое стекло для введения Si, а NH3CO4 для снижения 

поверхностной энергии в качества поверхностно активного вещества (ПАВ). 

Уровень кислотности электролита поддерживали в диапазоне 12–13 pH, массу 

реагентов экспериментально подбирали, исходя из требуемого элементного 

состава TiO2 слоя.  

Процесс ПЭО проводили в камере из нержавеющей стали емкостью 0,5 л, 

оснащенной механической мешалкой, датчиком температуры электролита и 

кожухом водяного охлаждения. Емкость охлаждалась жидкостью с 

температурой не более 1,5 оС, что позволило поддерживать температуру 

электролита 12-25оС (в зависимости от типа электролита) в процессе ПЭО. 
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Импульсный источник питания формировал биполярные асимметричные 

импульсы тока различной длительности и рабочего цикла.  Образцы получали в 

потенциостатическом биполярном асимметричном режиме (ПБА) в течение 10 

мин, частота импульсов составляла 1000 Гц, электролит перемешивали со 

скоростью 1000 об/мин. Подробный состав электролитов (Э) и параметры 

режимов (Р) приведены в таблице 2.2. 

 

Таблица 2.2. Параметры плазменного электролитического оксидирования титана 

Образец Состав электролита Катодный 

импульс 

Анодный 

импульс 

T 

электролита 

U, В t, мкс U, В t, мкс 

Э1/Р1 150 г/л 

Na3PO4×12H2O,  

20 г/л Ca(OH)2 

0,7 г/л жидкое 

стекло 

450 250 300 150 23-25 

Э2/Р2 5 г/л Ca(CH3COO)2,  

2 г/л NH2-CO-NH2, 

1 г/л жидкое стекло 

0,5 г/л КОН. 

750 20 500 40 23-25 

Э3/Р3 1,5 г/л 

CaC3H5(OH)2PO4 

2 г/л NH4(CO)  

2 г/л K4P2O7×3H2O  

550 140 350 90 12-14 

 

 

 

2.2.5. Создание наночастиц Pt, Fe, Ag и Zn на поверхности покрытий 

 

Метод имплантации высокоэнергичных ионов металлов был применен для 

формирования наночастицы на поверхности покрытий TiCaPCON и TiO2. 

Имплантацию производили в установке, собранной на базе УВН-2М и 

оснащенной имплантером типа MEVA. Источниками ионов выступали литые 

металлические катоды Pt, Fe, Ag и Zn c чистотой не менее 99,99%. Образцы 

фиксировали стороной с покрытием в направлении супрессора на расстоянии не 
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более 100 мм и приводили во вращение. Распыление катода осуществляли при 

напряжении 150–200 В в среде Ar с давлением 5×10-2 Па. Имплантацию ионов 

осуществляли в при ускоряющем напряжении 30 кВ, средний ионной ток 

контролировали в диапазоне от 5 до 7 мА (в зависимости от типа 

имплантируемого металла). Частота имплантации составляла около 20 Гц, доза 

облучения 5×1017 ион/см2.  

Покрытия TiCaPCON первоначально имплантировали ионами Ag, Zn, Pt 

или Fe в течение 30 мин (система TiCaPCON-Ag,Zn) или 60 мин (система 

TiCaPCON-Pt, Fe). Второй этап имплантации заключался во введении в 

покрытия, имплантированные Ag (система TiCaPCON-Ag,Zn) ионов Zn, а в 

покрытия, имплантированные Pt (система TiCaPCON-Pt,Fe), ионов Fe в течение 

15 мин. В системе TiCaPCON-Pt,Fe часть образцов отжигали в вакууме под 

давлением 10–3 Па при температуре 700°C в течение 1 часа (образцы Ptот, Feот, 

(Pt+Fe)от). Затем, покрытия Ptот снова имплантировали ионами Fe по описанном 

выше режиму второго этапа имплантации. Полученные образцы представлены в 

таблицах 2.3 и 2.4. 

ПЭО TiO2 покрытия имплантировали ионами Ag и Pt с помощью ионного 

имплантера типа MEVVA, используя металлические катоды Ag и Pt (99,99%). 

Ионную имплантацию проводили в атмосфере Ar в течение 60 мин при 

остаточном давлении 2×10−2 Па, частоте импульсов 20 Гц и ускоряющем 

напряжении 30 кВ со средним ионным током в диапазоне 5–7 мА.
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Таблица 2.3. Параметры ионной имплантации в системе Ag,Zn 

Образец Катод Напряжение, кВ Ток, мА Время, мин Катод Напряжение, кВ Ток, мА Время, мин 

Ag Ag 30 7 30 - - - - 

Zn Zn 30 5 30 - - - - 

Ag+Zn Ag 30 7 30 Zn 30 5 10 

 

Таблица 2.4. Параметры ионной имплантации в системе Pt,Fe 

Образец Катод Напряжение, 

кВ 

Ток, 

мА 

Время, 

мин 

Температура 

отжига, оС 

Катод Напряжение, 

кВ 

Ток, 

мА 

Время, 

мин 

Температура 

отжига, оС 

Pt Pt 30 7 60 - - - - - - 

Ptот Pt 30 7 60 700 - - - - - 

Ptот+Fe Pt 30 7 60 700 Fe 25 5 15 - 

Pt+Fe Pt 30 7 60 - Fe 25 5 15 - 

(Pt+Fe)от Pt 30 7 60 - Fe 25 5 15 700 

Fe Fe 30 5 60 - - -   - 

Feот Fe 30 5 60 700 - -   - 

 

 

 



2.3. Методики исследований покрытий 

2.3.1. Растровая и просвечивающая электронная микроскопия 

 

Микро- и нанотруктуру покрытий TiCaPCON изучали методом 

растровой электронной микроскопии (РЭМ), который имеет высокую 

разрешающую способность, что актуально для наноструктурных материалов. 

Фронтальную съемку покрытий сверху и анализ поперечного сечения 

осуществляли на растровом электронном микроскопе с автоэмиссионным 

катодом JEM7600F (JEOL, Япония) с разрешением до 1 нм, ускоряющим 

напряжением 25 кВ и увеличением от ×50000 до ×400000. Элементный состав 

покрытий изучали методом микрорентгеноспектрального анализа с 

использованием приставки INCAx-sight, установленной в микроскоп. Анализ 

поверхности образцов ПЭО TiO2 покрытий производили методом РЭМ на 

приборе S-3400N (Hitachi, Япония) с разрешающей способностью до 3 нм при 

ускоряющем напряжении 30 кВ. Съемку образцов производили при 

ускоряющем напряжении 15 кВ, фокусном расстоянии до детектора 8 мм и 

увеличении от ×2000 до ×300000 

Детальное исследование структуры некоторых покрытий было 

проведено методом темнопольной просвечивающей электронной 

микроскопии (ПЭМ) и просвечивающей электронной микроскопии высокого 

разрешения (ПЭМ ВР) на платформе Titan 80-300 с поправкой на Cs (Thermo 

Fisher Scientific) и пространственным разрешением до 0,1 нм. 

Предварительную подготовку образцов к исследованию выполняли на 

системе Helios 600i DualBeam (Thermo Fisher Scientific) путем травления 

фокусированным ионным пучком (ФИП) пластин монокристаллического 

кремния марки КЭФ-4.5 (100) с нанесенным на поверхность покрытием. 

Распределение имплантированных элементов в покрытиях было 

проанализировано с помощью комбинации высокоуглового кольцевого 

сканирования в темном поле ПЭМ (HAADF-STEM) и энергодисперсионной 
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рентгеновской спектроскопии (ЭДС) с использованием широкоугольного 

детектора CENTURIO EDS. 

 

2.3.2. Рентгеноструктурный фазовый анализ 

 

Структуру образцов покрытий исследовали методом 

рентгеноструктурного фазового анализа (РФА) на рентгеновском 

дифрактометре модели D8 Advance (Bruker, Германия), который позволяет 

проводить качественный фазовый анализ и определять области когерентного 

рассеяния. Покрытия изучали с использованием монохроматизированного 

CuKα-излучении с длиной волны λ=1.54 Ǻ, интервал Брегговских углов 2θ 

составлял 10÷90°, шаг 0,1o, время выдержки в каждой точке 10 секунд. При 

проведении расчетов порядок дифракционного максимума, который 

описывает разность хода лучей при отражении соседних плоскостей, был 

принят за единицу (n=1).  Покрытия с НЧ для минимизации сигнала от 

подложки исследовали с применением метода скользящего пучка при котором 

угол падения излучения не превышал 3о по отношению к плоскости покрытия. 

Межплоскостные расстояния вычисляли по формуле Вульфа-Брега (2.1): 

 

2𝑑 sin 𝜃 = 𝑛𝜆;     (2.1) 

 

где,  

 d – межплоскостное расстояние, 

 λ – длина волны, 

 θ – угол скольжения,  

 n – порядок дифракционного максимума.  

Области когерентного рассеяния (размер кристаллитов) рассчитывали 

по методу Селякова-Шеррера (2.2): 
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𝑑 =
𝐾𝜆

𝛽 cos 𝜃
;     (2.2) 

 

где, 

 d — средний размер кристаллов,  

 K —коэффициент формы частиц (K=0.9 для сферических частиц),  

 λ — длина волны рентгеновского излучения (λ (Cu) = 1,54),  

 β — ширина рефлекса на полувысоте (в радианах, и в единицах 2θ),  

 θ — угол дифракции (Брэгговский угол). 

 

2.3.3. Спектроскопия комбинационного рассеяния и Фурье в 

инфракрасной области 

 

Молекулярные связя в покрытиях были изучены методом 

спектроскопии комбинационного рассеяния света (КРС) на конфокальном 

спектрометре, интегрированном в атомно-силовой микроскоп NTEGRA 

Spectra (NT-MDT, Россия). Разрешение прибора при съемке спектров 

составляет 1 см-1, а предел пространственного разрешения прибора менее 200 

нм по осям X и Y. Съемку спектра КРС покрытий осуществляли с 

использованием приставки, оснащенной оптической линзой с увеличением 

×100. Образец облучали монохроматическим излучением с длинной волны 

632,8 нм, отраженный сигнал записывали в диапазоне длин волн от 200 до 1600 

см-1, время набора сигнала в одной точке составляло 20 сек. Полученные 

спектры покрытий анализировали с использованием общедоступных 

литературных источников и специализированных баз данных. 

Фурье спектроскопия в инфракрасной области (ИК-Фурье 

спектроскопия) применялась для анализа химических связей и 

функциональных групп на поверхности покрытий. ИК-спектры образцов 

получали с применением ИК-Фурье спектрометра модели «Vertex 70v» 

(«Bruker», Германия). Образцы исследовали на приставке полного 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D1%80%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B0%D0%BB%D0%BB%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9A%D0%BE%D1%8D%D1%84%D1%84%D0%B8%D1%86%D0%B8%D0%B5%D0%BD%D1%82_%D1%84%D0%BE%D1%80%D0%BC%D1%8B_%D1%87%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%86&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%BB%D0%B8%D0%BD%D0%B0_%D0%B2%D0%BE%D0%BB%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D1%83%D1%88%D0%B8%D1%80%D0%B8%D0%BD%D0%B0
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внутреннего отражения (ПВО), предназначенной для анализа поверхностей. 

Съемка спектров осуществляется при давлении в камере 10-2 Па, в диапазоне 

длин волн от 400 до 3000 см-1, угле падения света 15°, с разрешением 4 см–1 и 

диаметре апертуры 6 мм. Полученные спектры были сглажены и 

скорректированы по базовой линии. Базовой линией был принят спектр 

полученный от зеркала в камере без образца. Спектры покрытий были 

проанализированы с использованием общедоступных баз данных 

органических и неорганических соединений и других литературных 

источников (статей, обзоров, монографий).  

 

2.3.4. Спектроскопия зеркального отражения 

 

Отражательную способность образцов изучали методом спектроскопии 

зеркального отражения (ЗО). Спектры зеркального отражения регистрировали 

на спектрофотометре Cary-5000 с приставкой UMA в диапазоне длин волн 

200–1000 нм. Измерения проводили в двухлучевом режиме с использованием 

частично поляризованного света при углах падения света 30, 40, 50 и 60 

градусов. 

 

2.3.5. Рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия 

 

Химические связи, валентность и состав поверхности покрытий 

определяли с помощью полуколичественных методов анализа – рентгеновской 

фотоэлектронной спектроскопии (РФЭС) и электронной оже-спектроскопии 

(ОЭС) с использованием спектрометра PHI 5000 VersaProbeII (ULVAC-PHI 

inc.). Загрязнения удаляли путем травление поверхности ионами Ar при 2 кВ в 

течение 2 мин. Давление в процессе РФЭС составляло 4,7×10-8 Па. Образцы 

облучали потоком электронов с помощью монохроматического излучения Al 

Kα (hν = 1486,6 эВ) при 50 Вт, детектируя электроны, выбитые из образца. 

Съемка спектров РФЭС проводилась без использования зарядного 
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нейтрализатора, анализируемая площадь составляла 0,38 мм2, энергия прохода 

от 23,5 до 40 эВ, а ширина шага 0,2 эВ. Полученные спектры РФЭС 

анализировали с помощью сдвига шкалы энергии связи (ЭС) для 

корректировки положения пика C1s при 285,0 эВ. Шкалу энергии связи также 

калибровали по линиям Au4f7/2 (84,0 эВ) и Cu2p3/2 (932,6 эВ). Значения ЭС для 

углерода, титана и азота брали из имеющихся данных. Идентификацию 

спектров РФЭС проводили в программном обеспечении CasaXPS, с этой 

целью первоначально производили вычет фона по методу Ширли с 

использованием пиков Гаусса-Лоренца (G-L) с фиксированным процентом G-

L, равным 30 для большинства пиков. Пики металлической Pt и пик C1s 

графита были подогнаны с использованием асимметричной функции LF, 

встроенной в программное обеспечение CasaXPS. 

 

2.3.6. Атомно-силовая микроскопия и Кельвин-зондовая силовая 

микроспория 

 

Топографию, профиль сечения и параметры шероховатости покрытий 

анализировали методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) на приборе 

NTEGRA Spectra (NT-MDT, Россия). Измерения осуществляли с 

использованием АСМ приставки и кантилевера с радиусом скругления 10 нм, 

который определяет латеральное разрешение прибора. Исследования 

проводили в полуконтактном режиме работы с разрешением по вертикали до 

1 нм, область анализа покрытий составляла 5×5 мкм. Настройку контраста 

изображений и расчет параметров поверхности проводили с использованием 

встроенного программного обеспечения прибора.  

Распределение потенциала по поверхности покрытий было изучено 

путем измерения величины заряда с помощью Кельвин-зондовой силовой 

микроспории (КЗСМ) на атомно-силовом микроскопе NTEGRA Spectra (NT-

MDT, Россия). Измерения проводили на приставке c кантиливером, имеющим 

проводящее золотое напыление (Au) и подключенным к заземлению. 
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Поверхность анализировали до погружения в физиологический раствор (ФР, 

0,9 мас.% NaCl в воде) и после выдержки в течение 12 часов. Образцы хранили 

в стакане с ФР 12 часов, после промывали деионизированной водой и 

прижимали серебряной пастой к металлическому столику. Расстояние между 

образцом и зондом в процессе измерений составляло 70 нм, скорость 

сканирования не превышала 0,5 Гц (5 мкм/с), а анализируемая площадь 3×3 

мкм2. Изображение АСМ формировались во время первого прохода иглы по 

поверхности образца, а карты распределения потенциалов были простроены 

во время второго прохода. Сканирование выполняли при переменном 

напряжении и на резонансной частоте наконечника, которая автоматически 

устанавливалась на этапе калибровки оборудования.  

 

2.3.7. Масс-спектроскопия с индуктивно связанной плазмой 

 

Скорость высвобождения ионов элементов изучали методом масс-

спектроскопии с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) с использованием 

блока X-Series II (Thermo Fisher Scientific, США). Ионов выходили с 

поверхности покрытий площадью 1×1 см2 в ячейки заполненные 20, 40 или 50 

мл ФР с температурой 37±1°C. Аликвоты раствора объемом 1,5 мл отбирали 

из ячеек с образцами для анализа концентрации ионов в растворе через 1, 3, 6, 

12 часов и 1, 2, 3, 5, 7, 10 и 14 дней инкубации в зависимости от типа 

изучаемого покрытия. Каждую аликвоту разбавляли 30 мл 3% азотной 

кислоты (HNO3) для обеспечения условий измерения, соответствующих ряду 

доступных калибровок прибора. Объем одной пробы для анализа ИПС-МС 

составлял 1 мл, а продолжительность измерения составляла 60 мс. Каждый 

образец был измерен 5 раз, а полученные результаты усреднены. Полученная 

концентрация ионов для каждого образца пересчитывалась на оставшийся 

объем раствора. 
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2.3.8. Методика оценки количества АФК 

 

Количество генерируемых покрытиями АФК оценивали путем анализа 

диацетата 2',7'-дихлоргидрофлуоресцеина (DCFH2-DA) [229] в растворе 

методом флюоресцентной спектрофотометрии на спектрофотометре Cary 

Eclipse (Agilent Technologies) с использованием длины волны возбуждения 495 

нм и излучения 520 нм. DCFH2 получали из DCFH2-DA путем смешивания 0,5 

мл 1,0 мМ DCFH-DA в диметилсульфоксиде с 2,0 мл 0,01 н. NaOH. 

Деэтерификацию DCFH-DA проводили при комнатной температуре в течение 

30 мин, после чего смесь нейтрализовали 10 мл NaH2PO4 (25 мМ, pH 7,4). 

Первоначально были построены калибровочные кривые на основе нескольких 

растворов с различной концентрацией DCFH2 (1, 10, 100 и 1000 нМ), 

приготовленных в 40 мМ Трис-буфере при pH 7,4. Растворы обрабатывали 

смесью, содержащей H2O2 (10 мкМ) + Fe2 (10 мкМ) (из FeSO4) [230].  

Образцы покрытий металл/TiCaPCON площадью 1 см2 погружали в 10 

мл физиологического раствора (0,9 % NaCl) c pH 7,4 для анализа количества 

генерируемых АФК. Аликвоты объемом 3 мл отбирали через 1, 3, 12 и 24 ч 

инкубации покрытий для реакции с DCFH2-DA и количественного измерения 

АФК. Аликвоты анализировали с использованием длины волны возбуждения 

495 нм и излучения 520 нм. [231]. Тесты флуоресцентной спектрофотометрии 

были проведены после экспонирования образцов под облучением УФ, 

видимым светом и после хранения в темноте в течение 8 часов. Облучение УФ 

светом проводили в течение 30 мин под бактерицидной лампой ANC 170/70-

P3-3 (LIT Phonon) при длине волны 253,7 нм,  мощности 50 Вт на расстоянии 

10 см. Расстояние между лампой и образцами составляло 10 см, а время 

облучения 30 мин. Облучение естественным светом производили на 

подоконнике с 10:00 до 18:00 часов в солнечный день. Рекомбинацию АФК 

изучали путем оценки концентрации АФК в аликвотах, хранящихся в течение 

54–66 часов. Долговременную генерацию АФК исследовали после 

предварительной выдержки образцов в течение 24 часов в ФР и замены его на 
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новый. Затем проводили экспозицию образцов в обновленном ФР в течение 8 

часов, после чего измеряли концентрацию АФК. 

Площадь поверхности образцов ПЭО TiO2, способная к генерации АФК, 

составляла 15 см2. Перед воздействием света все образцы выдерживали в 

закрытом ящике без доступа света в течение 2 недель для устранения эффекта 

от ранее накопленной энергии. ПЭО образцы были разделены на три группы. 

Первую группу погружали в 30 мл ФР и подвергали УФ-облучению в течение 

1 часа на расстоянии 10 см с использованием бактерицидной лампы ANC 

170/70-P3-3 (LIT Phonon) при длине волны 253,7 нм и мощности 50 Вт.  

Вторую группу образцов сначала помещали на подоконник на 24 часа, а затем 

погружали в ФР и, наконец, оставляли под прямыми солнечными лучами на 1 

час. Образцы третьей группы погружали в ФР и хранили в темноте на 

протяжении всего теста флуоресцентной спектрофотометрии. Значение pH во 

время измерения АФК составляло 7,4. Аликвоты объемом 1 мл отбирали через 

3, 6, 12 и 24 ч для реакции с DCFH2 и количественного определения АФК. Все 

манипуляции с образцами проводили при слабом искусственном освещении. 

 

2.3.9. Изучение механических и электрохимических свойств, 

смачиваемости и сопротивления покрытий 

 

Адгезионную прочность покрытий определяли на адгезиметре Revetest 

(CSM Instruments, Швейцария). Механические свойства покрытий измеряли 

методом наноиндентирования на нанотвердомере Nano-Hardness Tester (CSM 

Instruments, Швейцария). Твердость (H), модуль упругости (E) и упругое 

восстановление (We) рассчитывали по методу Оливера-Фара. Формула для 

расчета упругого восстановления материала:  

 

𝑅 = (ℎ𝑚−ℎ𝑓)/ℎ𝑚 (%)     (2.1) 

 

где hm – максимальная глубина проникновения индентора, нм, 
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hf – глубина проникновения индентора после снятия нагрузки, нм. 

 

Адгезиметр состоит из системы нагружения и оптического микроскопа. 

Измерительное царапание покрытий осуществляли конусным индентором 

типа Роквелл-C с радиусом закругления 200 мкм. Образец помещали на 

предметный столик, с помощью оптического микроскопа (×800) выбирали 

область царапания и инициировали погружение индентора. Фиксируемые 

параметры – нагрузка, глубина проникновения, интенсивность акустической 

эмиссии и коэффициент трения.  

Нанотвердомер представляет собой аналитический комплекс, 

включающий в себя оптический микроскоп и прецизионный твердомер. 

Перемещение образца между этими узлами осуществляется на предметном 

столике с цифровым приводов. Калибровка прибора заключалась в 

установлении точки контакта индентора и поверхности образца. Образец 

помещали на предметный столик, на оптическом микроскопе устанавливали 

увеличение ×1000 и выбирали область идентирования. Предметный столик с 

образцом перемещали к узлу твердомера, и производили погружение 

индентора Берковича (трехгранная алмазная пирамида). Фиксируемые 

параметры – глубина проникновения индентора от нагрузки.  

Электрохимические характеристики покрытия были изучены 

потенциодинамическим методом на потенциостате Voltalab PST050 

(Radiometr Analytical). Образцы, изолированные токонепроводящим лаком с 

рабочей площадью 1 см2 помещали в термостатированную 

электрохимическую ячейку с физиологическим раствор (0,9% NaCl) с 

температурой 37±0.1 0С, поддерживаемой термостатом ТЖ-ТС-01. 

Электрический контакт подводили к образцу через медный зажим с 

припаянной к нему проволокой, напротив поверхности устанавливали 

капилляр Лугина, электрохимически связанный с хлорид-серебряным (AgCl) 

электродом сравнения, а на расстоянии 30 мм вспомогательный платиновый 

(Pt) электрод площадью 1 см2. Потенциал свободной коррозии материала 
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измеряли в течение 30 мин и использовали в качестве точки отсчета 

потенциодинамичеких исследований. Поляризационные зависимости тока и 

потенциала были сняты в интервале -100 и +2500 В (от потенциала свободной 

коррозии) со скоростью 1, 3 или 10 мВ/с. После измерений все потенциалы 

были пересчитаны в шкалу нормального водородного электрода сравнения 

(смещены на 199 мВ).  

Электропроводность образца TiCaPCON измерялась методом 4-

зондового контакта в трех различных областях пленки с использованием 

источника питания Keithley 236 и измерительного блока источника Keithley 

2400. 

Смачиваемость покрытий измеряли по лежащей капле с использованием 

полууголового метода оценки угла контакта на установке CAM 101 («KSV 

Instruments», Финляндия), оснащенной камерой. Каплю дистиллированной 

воды объемом 5 мкл выгружали на поверхность покрытий, производили 

снимок профиля капли и с помощью встроенного программного обеспечения 

производили расчет угла контакта с поверхностью. Для каждого образца 

краевые углы анализировали в динамике через 0, 5 и 10 мин, а результаты 

усредняли по пяти измерениям. 

 

2.3.10. Исследование биоактивности in vitro в растворе, 

имитирующем внутреннюю среду организма 

 

Раствор, имитирующий внутреннюю среду организма, подготавливали 

из реагентов, перечисленных в таблице 2.5, по стандартной методике [232]. 

Образцы с покрытием и контрольные образцы (Ti) замачивали в колбах, 

заполненных 40 мл SBF, при 36,7°C, которая поддерживалась термостатом. 

Каждые 7 дней раствор заменяли на новый. После воздействия раствора РФЭС 

в течение 14 и 28 дней образцы удаляли, промывали дистиллированной водой 

и структурно исследовали с помощью РФА и РЭМ. 
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Таблица 2.5. Реагенты для приготовления SBF 

Реагент Количество  

Три (гидроксиметил) аминометан (C4H11NO3) 6,057 г/л 

Хлорид натрия (NaCl) 7,996 г/л 

Хлорид калия (KCl) 0,224 г/л 

Хлорид кальция (CaCl2) 0,278 г/л 

Бикарбонат натрия (KCl) 0,350 г/л 

Сульфат натрия (Na2SO4) 0,071 г/л 

Гексогидрат хлорида магния (MgCl2•6H2O) 0,305 г/л 

Двухосновной тригидрофосфат калия (K2HPO4•3H2O) 0,228 г/л 

Соляная кислота (HCl) 40 мл г/л 
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ГЛАВА 3. Разработка покрытий в системе TiCaPCON-Ag,Zn и 

TiCaPCON-Pt,Fe. 

 

Анализ литературных данных, приведенных в главе 1, позволил 

заключить, что антибактериальной активности материала можно достичь за 

счет выхода бактерицидных ионов, генерации активных форм кислорода и 

создания микрогальванических пар. Несмотря на то, что антибактериальные 

свойства ионов ряда металлов известны, требуется разработка путей 

оптимизации кинетики их выхода с целью снижения токсического действия на 

клетки организма. Другой задачей является поиск путей пролонгации выхода 

ионов для обеспечения длительного антибактериального эффекта. 

Бактерицидные свойства материала сформировать, обеспечив образование 

АФК без ущерба для биосовместимости, однако, их эффективность, скорость 

генерации, рекомбинации, и факторы, влияющие на эти процессы, изучены 

недостаточно. Данные о влиянии микрогальванических пар и их способности 

воздействовать на клетки требуют дополнительного изучения.  

Указанные механизмы антибактериальной активности можно изучить, 

создав наноразмерные частицы металлов на поверхности биосовместимого 

покрытия, что было обосновано в литературном обзоре (Глава 1). 

Преимуществом НЧ является их способность обеспечить: 

а) большую площадь контакта с окружающим раствором; 

б) распределение потенциала по поверхности; 

в) низкую концентрацию высвобождаемых бактерицидных агентов. 

 

3.1. Выбор типа частиц металлов 

 

Серебро было выбрано в качестве наиболее распространённого 

антибактериального элемента, бактерицидные свойства ионов которого 

широко известны. Ионы Zn также обладают бактерицидной активностью, но 

их эффективные концентрации значительно выше, чем у ионов Ag.  
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Известно, что НЧ разнородных металлов на поверхности могут 

выполнять роль активных катодов или анодов относительно друг друга. 

Аноды и катоды могут позволить управлять кинетикой выхода ионов в 

биологическую среду, ускоряя или замедляя процесс растворения НЧ. Цинк 

обладает низким стандартным электродным потенциалом (-0,8 В), поэтому в 

присутствии НЧ Zn, растворение НЧ Ag может замедлиться. И, наоборот, в 

присутствии НЧ Ag растворение НЧ Zn должно ускориться. 

Согласно литературным данным, ионы Pt не проявляют бактерицидных 

свойств в большом диапазоне концентраций, поэтому этот металл был выбран 

для создания микрогальванических пар на поверхности покрытия TiCaPCON. 

Условием создания микрогальванических пар является разность потенциалов 

между НЧ и окружающей матрицей, а Pt обладает высоким стандартным 

электродным потенциалом (+1,2 В) относительно TiCaPCON. Ионы Fe 

активно генерируют АФК по реакции Фентона, но самостоятельно 

ингибируют бактерии лишь при очень большой концентрации. Это стало 

причиной выбора Fe для создания поверхности, генерирующей АФК. Низкий 

стандартный электродный потенциал Fe (-0,4 В) позволяет использовать его 

также для создания микрогальванической пары на поверхности TiCaPCON. 

 Количество АФК и распределение потенциала зависят от состояния 

поверхности и распределения НЧ. Отжиг может повлиять на морфологию и 

количество НЧ из-за ускорения процессов диффузии и изменить состояние 

поверхности из-за протекания химических реакций и фазовых превращений.  

Задача первой части работы заключалась в изучении влияния НЧ Ag и 

Zn на количество выходящих ионов. Для ее выполнения были получены НЧ 

Ag и Zn на поверхности TiCaPCON покрытий и изучена кинетика выхода 

ионов этих металлов. Последовательная имплантация была проведена для 

изучения влияния комбинации НЧ Ag и Zn на кинетику их растворения. 

Вторая часть работы заключалась в обеспечении генерации АФК и 

создании микрогальванических пар на поверхности. Для этой цели были 

сформированы НЧ Pt и Fe.   
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3.2. Анализ микроструктуры покрытий TiCaPCON методом ПЭМ 

 

Наночастицы были сформированы на поверхности многокомпонентного 

покрытия TiCaPCON. Элементный состав покрытия TiCaPCON составлял: Ti 

- 43,3, Ca - 1,6, C - 31,5, O - 8,2, N - 15,4 ат.%, по данным ЭДС (рисунок 3.1.) 

 

 
(а)     (б)     (в) 

Рисунок 3.1. – Изображения ПЭМВР покрытий TiCaPCON с 

соответствующей электронограммой (вставка). Элементный состав покрытий 

по данным ЭДС 

 

Изображения ПЭМВР покрытий TiCaPCON приведены на рисунке 3.4. 

Покрытия состояли из мелких кристаллитов карбонитрида титана (размером 

от 6 до 15 нм), расположенных в аморфной матрице. Расстояние между 

атомными плоскостями совпало с эталонным значениям для фазы Ti(C,N). 

Электронная дифракция с покрытия также привела к образованию 

дифракционных колец (111), (200) и (220) от фазы ГЦК Ti(C,N).  

 

3.3. Исследование микроструктуры и состава покрытий методами 

РЭМ, ЭДС и АСМ после имплантации Ag и Zn  

  

Элемент ат. % 

C 31.5 

N 15.4 

O 8.2 

Ca 1.6 

Ti 43.3 

  

2 нм 

(111) 

(200) 

1 нм 

(111) 

(111) 
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В настоящей работе НЧ металлов создавали на поверхности покрытий 

методом ионной имплантации. Ионная имплантация привела к образованию 

тонких слоев покрытия, обогащенных Ag и/или Zn. (рисунок 3.2). 

  

 
(а)    (б)    (в) 

Рисунок 3.2 – РЭМ изображения поперечного сечения и карты ЭДС 

покрытий TiCaPCON после имплантации (а) Ag, (б) Zn, (в) Ag+Zn 

 

Рисунок 3.2 демонстрирует, что глубина проникновения Ag и Zn при 

имплантации составила 20–30 нм, а структура имплантированного слоя 

отличалась от структуры покрытий. Последовательная имплантация Ag и Zn 

привела к образованию слоя с равномерным распределением этих элементов. 

На рисунке 3.3 представлены РЭМ изображения поверхности ионно-

модифицированных покрытий TiCaPCON.  

 

 
 (а) (б)  (в) 

Рисунок 3.3 – Изображения РЭМ поверхности покрытий TiCaPCON после 

имплантации (а) Ag, (б) Zn и (в) Ag+Zn 
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Рисунок 3.3а демонстрирует, что имплантированное Ag покрытие имело 

на своей поверхности НЧ Ag размером 10–15 нм, равномерно распределенные 

по площади. Покрытие после имплантации Zn имеет на РЭМ изображении 

(рисунок 3.3б) области с ярким контрастом, которые отнесли к областям 

агломерации атомов Zn. Имплантация Zn в Ag-содержащее покрытие привела 

к увеличению среднего размера НЧ до 15–20 нм. Образование НЧ на 

поверхности после имплантации Ag и Ag+Zn было также подтверждено 

методом АСМ (рисунок 3.4).  

 

 
 (а) (б) 

Рисунок 3.4 – Изображения АСМ покрытий TiCaPCON после 

имплантации ионов (а) Pt и последующего отжига, (б) Ag и (в) Ag+Zn 

 

Рисунок 3.4а демонстрирует, что на имплантированном Ag покрытии, 

присутствуют НЧ размером 10–20 нм, что согласуется с РЭМ-изображением 

(рисунок 3.3а). Последующая имплантация Zn в это покрытие привела к 

увеличению размера и появлению новых НЧ (рисунок 3.4б). Таким образом, 

методом ионной имплантации удалось сформировать НЧ Ag и комбинацию 

НЧ Ag и Zn на поверхности покрытий TiCaPCON. 

 

3.4. Изучение состава поверхности и НЧ методами ЭДС и РФЭС 

 

Состояние поверхности является важным параметром, определяющим 

биоактивность, реакционную способность, коррозионные свойства и 

антибактериальную активность материала. Выход ионов металлов зависит от 

Ag 

100 нм 500 нм 

Ag+Zn 
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(а) типа агломерации бактерицидной составляющей (Ag, Zn) и (б) ее фазового 

состояния (сила связи атомов металла в соединении). Целью настоящего 

раздела являлось изучение состава и химических связей на поверхности 

имплантированного Ag, Zn и Ag+Zn покрытия TiCaPCON.  

Элементный состав методом ЭДС был определен путем анализа 

наиболее крупных частиц на поверхности покрытия (рисунок 3.5). 

 

 
Рисунок 3.5 – Спектры ЭДС с крупных частиц, расположенных на 

поверхности покрытий TiCaPCON, имплантированных Ag+Zn 

 

Спектры ЭДС покрытия TiCaPCON после имплантации Ag+Zn (рисунок 

3.5б) подтвердили присутствие частиц Ag и Zn в виде отдельных фаз. 

Характерные спектры РФЭС Ti2p, Ag3d и Zn2p покрытий системы TiCaPCON-

Ag,Zn представлены на рисунке 3.6. Концентрации компонентов и их энергии 

связи (ЭС), приведены в таблице 3.1, а элементов в таблице 3.2. 

 

Таблица 3.1 – Процентное содержание различных связей Ti, определенных с 

помощью аппроксимации кривой РФЭС Ti2p 

Образцы Энергия связи, эВ 

458.6±0.1  457.2±0.1  455.9±0.1  455.0±0.1 

Ti связи, % 

TiO2 Ti2O3 TiN TiC 

TiCaPCON 48,2  17,4 14,8 19,6 

TiCaPCON-Ag 68,8 16,1 11,1 3,0 

TiCaPCON-Ag-Zn 83,0 12,9 3,7 3,7 

 

 

1 мкм 

Zn    Ag 
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Таблица 3.2 – Атомные концентрации элементов по данным РФЭС 

Образцы Концентрация элементов, ат.% 

Ti Ca C O N Ag Zn 

TiCaPCON 12.3 1.5 48.2 29.0 9.1 0.0  0.0 

TiCaPCON-Ag 17.3 0.1 33.9 38.5 4.9 5.3 0.0 

TiCaPCON-Ag+Zn 13.0 0.2 35.6 37.7 3.0 3.3 7.3 

 

 
 (а)      (б) 

 
(в) 

Рисунок 3.6 – Спектры РФЭС (а,б) Ag3d и (в) Zn2p с их аппроксимацией для 

покрытий (а) Ag и (б,в) Ag+Zn 

 

Концентрация Ag после имплантации составляла 5,2–5,3 ат.%. 

Последующее введение ионов Zn привело к снижению содержания Ag в 

верхнем слое до 3,3 ат. % из-за процесса распыления. Сигнал Ti2p был 

разложен на четыре компонента: TiC, TiN, Ti2O3 и TiO2 (таблица 3.2) [233,234]. 

Имплантация Ag привела к изменению состояния исходного покрытия – 

значительному увеличению компонента TiO2 за счет уменьшения содержания 

фаз TiC и TiN. Аппроксимация кривой Ag3d (рисунок 3.6,а,б) показала, 
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серебро находилось в виде Ag2O (ЭС = 367,8 эВ) и AgO (ЭС = 367,5 эВ). 

Окисленное состояние НЧ может стать фактором снижения скорости выхода 

Ag из покрытия. Последующая имплантация Zn привела к дальнейшему 

увеличению соотношения TiO2/TiN(TiC), связи Ag остались без изменений. 

Наночастицы Zn, аналогично Ag, находились в оксидной форме ZnO (ЭС = 

1022 эВ), согласно спектру Zn2p (рисунок 3.6,в) образца Ag+Zn.  

Проведенные исследования позволили установить, что: 

а) имплантация приводит к оксидированию поверхности; 

б) НЧ Ag присутствуют на поверхности в виде оксидов AgO и Ag2O; 

в) имплантация Zn в образец Ag привела к образованию отдельных НЧ 

Zn (в форме ZnO) Ag, а также уменьшению содержания Ag; 

 

3.5 Электрохимические испытания покрытий  

 

Имплантаты находятся в контакте с жидкой средой организма, которая 

является коррозионной. Высокая коррозионная стойкость покрытия 

TiCaPСON обеспечивается плотным слоем оксида. Наночастицы на 

поверхности могут привести к ухудшению коррозионных свойств исходного 

покрытия из-за образования катодных/анодных областей. Наиболее простым 

вариантом среды, приближенной к среде организма, является ФР. Целью 

данного раздела являлось изучение влияния НЧ на электрохимические 

свойства покрытий TiCaPСON в ФР. 

Результатом испытаний являются построенные зависимости потенциала 

свободной коррозии (ПСК) от времени и анодные потенциодинамические 

пляризационные кривые (АПП) (рисунок 3.7)  
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(а)      (б) 

Рисунок 3.7 – (а) Зависимость ПСК от времени и (б) АПП кривые покрытий 

 

Рисунок 3.7а демонстрирует изменения ПСК покрытий, 

имплантированных Ag и Zn, от времени. В течение 30 мин ПСК покрытия 

TiCaPCON сместился от -30 до 100 мВ, вероятно, из-за растворения Ca. После 

формирования пассивной пленки ПСК стабилизировался на уровне около 150 

мВ. Значения ПСК других покрытий находились в промежуточных значениях 

между потенциалами покрытия TiCaPCON и имплантируемых металлов.  

(а) Значение ПСК покрытия с Ag, составляло 300 мВ, и было близко к 

ПСК чистого 99% Ag. В течение 30 мин значение ПСК увеличилось до 350 мВ 

из-за растворения Ca; 

(б) Начальная величина ПСК покрытия с Zn была самой отрицательной 

(около -600 мВ), но быстро сместилась к ПСК, типичному для TiCaPCON. 

Вероятной причиной смещения является активное растворение НЧ Zn;  

(в) Имплантация Zn в образец с Ag снизило ПСК покрытия до значения 

250 мВ, что на 50–100 мВ ниже, чем для Ag-имплантированного образца. 

Быстрая стабилизация ПСК покрытия Ag+Zn свидетельствовала о 

быстром растворении Zn в присутствии Ag в первые минуты испытаний. 

Разница в значениях ПСК между Ag и Ag+Zn была связана с изменением 

состава НЧ Ag из-за имплантации Zn.  
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Стандартные АПП кривые покрытий показаны на рисунке 3.7б. 

Покрытие TiCaPCON без НЧ находилось в стабильном пассивном состоянии 

при низких значениях потенциала коррозии. Пик активации при 1,5 В связан с 

двумя конкурирующими процессами: растворением Ti и образованием 

защитной оксидной пленки. Пик активации при 0,3 В, который появился после 

имплантации Ag, характерен для чистого Ag. Это является критерием 

присутствия металлических НЧ Ag. Полное растворение НЧ Ag вернуло АПП 

к характерному для образца TiCaPCON поведению. Имплантации Zn в 

покрытие с Ag привела к полному исчезновению пика активации. Вероятными 

причинами являются (а) распыление НЧ Ag при имплантации Zn и (б) 

проникновение Zn в НЧ Ag. Покрытие с НЧ Zn имело самый отрицательный 

(90 мВ) потенциал нулевого тока (рисунок 3.7б (вставка)), но анодное 

поведение было аналогично TiCaPCON.  

Испытания показали, что: 

а) Zn, вероятно, быстро растворялся с поверхности покрытий Ag+Zn; 

б) имплантация Zn в Ag привела к удалению пика Аg на АПП кривых; 

в) НЧ не снижали коррозионных свойств покрытия TiCaPCON. 

 

3.6. Исследование кинетики выхода ионов металлов 

 

Кинетика выхода бактерицидных ионов важна для антибактериальных 

свойств материала. Максимальная концентрация бактерицидных ионов 

должна достигаться в первые часы имплантации, когда существует высокий 

шанс образования бактериальной пленки. Затем важно пролонгировать выход 

ионов и поддержать их минимальную эффективную концентрацию для 

предотвращения адгезии бактерий. Целью раздела являлось изучение 

кинетики выхода ионов Ag и Zn из покрытий и ее зависимости от комбинации 

НЧ Ag и Zn (рисунок 3.8).  
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(в) 

Рисунок 3.8 – Концентрация ионов (а) Ag и (б) Zn, высвобождаемых в ФР с 

течением времени, по данным МС-ИСП 

 

Рисунок 3.8 демонстрирует зависимость концентрации ионов Ag и Zn в 

ФР от времени. Максимальная концентрация ионов Ag через 14 дней была 

низкой и не превышала 1 млрд−1 (рисунок 3.8a), а для Zn достигала 100 млрд−1.  

Выход ионов в ФР из Ag-содержащего покрытия происходил быстро в 

первые 12 часов (0,3 млрд-1), потом резко замедлялся и практически 

прекращался через 7 дней (0,7 млрд-1). Имплантация Zn в покрытие с НЧ Ag 

(образец Ag+Zn) привела к достижению более высоких абсолютных 

концентраций Ag после 12 часов выдержки (0,6 млрд-1). Вероятной причиной 

увеличения концентрации является внедрение Zn в НЧ Ag и его последующее 

растворение с захватом ионов Ag. Последующие 7 дней Ag практически не 

выходит из-за катодной защиты Zn. Растворение Zn из НЧ Ag/Zn приводит к 

вскрытию нижележащих слоев Ag. Катодная защита снимается, что заново 

активирует выход ионов Ag, и их концентрация достигает 1 млрд−1.  

Низкая концентрация ионов Ag может быть связана с малым 

содержанием Ag (таблица 3.2) и наличием на поверхности НЧ оксида, который 

снижает скорость выхода ионов Ag (раздел 3.4). Согласно литературе, 

существует широкий диапазон концентраций Ag, в которых наблюдается 

антибактериальный эффект. Однако, малая доза бактерицида необходима для 

снижения вероятности токсической реакции организма. Если покрытия 

TiCaPCON-Ag,Zn являются антибактериальными, то низкие концентрации 

ионов Ag будут благоприятны для биосовместимости материала. 
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Активный выход ионов Zn происходил в первые 24 часа, а их 

концентрация достигала 30 (образец Zn) и 70 млрд−1 (образец Ag+Zn) (рисунок 

3.8б). Последующие 13 дней концентрация Zn в ФР плавно увеличивалась до 

65 и 100 млрд−1 для образцов Zn и Ag+Zn, соответственно. Быстрое увеличение 

содержания ионов Zn при испытании образца Ag+Zn связано с присутствием 

НЧ Ag в форме анодов. Это хорошо согласуется с результатами 

электрохимических испытаний (раздел 3.5), согласно которым Zn более 

активно растворяется с поверхности образца Ag+Zn. 

Таким образом, последовательная имплантация атомов Ag и Zn 

позволила реализовать интенсивный выход бактерицидных ионов в ФР в 

первые часы и замедлить выход на протяжении следующих 14 дней.  

Результаты экспериментов позволяют сделать следующие заключения: 

а) низкая концентрация ионов Ag связана с наличием оксида на 

поверхности НЧ Ag 

б) имплантация Zn позволяет изменять кинетику выхода ионов Ag. На 

начальном этапе растворения выход ионов Ag происходит быстро, а после 

прекращается из-за катодной защиты со стороны НЧ Zn; 

в) Одновременное присутствие НЧ Ag и Zn на поверхности приводит к 

ускорению растворения Zn, из-за присутствия НЧ Ag в роли анодов. 

3.7. Определение размера, морфологии и распределения 

наночастиц Pt и Fe методом РЭМ  

 

 Целью настоящего раздела было создание на поверхности TiCaPCON 

покрытий НЧ Pt и Fe в различной комбинации и изучение влияния отжига на 

их размер и распределение. 
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(а) (б) (в) 

Рисунок 3.9 – Изображения РЭМ образцов TiCaPCON после имплантации (а) 

Pt, (б) Fe и (в) Pt+Fe 

 

 Рисунок 3.9 демонстрирует, что имплантация Fe привела к образованию 

на поверхности очень малых НЧ, размер которых не превышал 14–16 нм 

(стрелки рисунок 3.9а). Имплантация Pt привела к образованию НЧ размером 

25–35 нм (рисунок 3.9б). Последующая имплантация Fe в образец с НЧ Pt 

привела к уменьшению размера наночастиц. Размер наиболее крупных 

наночастиц на образце Pt+Fe составлял 22–32 нм. Уменьшение размера НЧ Pt 

связано с их частичным распылением в процессе имплантации Fe. 

Термическая обработка образцов после имплантации Pt и Fe была 

направлена на изменение размера, количества и распределения НЧ. Отжиг 

образцов с двойной имплантацией производился как между имплантациями 

(рисунок 3.10г), так и после всех этапов имплантации Pt и Fe (рисунок 3.10в). 

 

 
(а) (б)  (в) (г) 

Рисунок 3.10 – Изображения РЭМ имплантированных Pt и Fe образцов после 

отжига в вакууме (а) Ptот, (б) Feот, (в) (Pt+Fe)от и (г) Ptот+Fe 

 

100 нм 

100 нм 
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На рисунке 3.10 видно, что после отжига Fe локализуется в виде 

бесформенных наночастиц размером менее 10 нм (рисунок 3.10а).  Отжиг 

образца с Pt в вакууме при 700°C в течение 1 часа привел к увеличению 

размера НЧ до 30–40 нм и их плостности, по-видимому, за счет диффузии Pt 

из глубины имплантированного слоя к поверхности (рисунок 3.10б). 

Аналогичные изменения наблюдались и на образце Pt+Fe после отжига 

(рисунок 3.10в). Поверхность покрытия Ptот+Fe была густо усеяна 

небольшими НЧ диаметром 18–20 нм (рисунок 3.10г). 

Таким образом, установлено, что  

а) вторичная имплантация приводит к уменьшению ранее 

сформированных НЧ за счет их частичного распыления; 

б) термическая обработка позволяет изменять размер, плотность и 

распределение НЧ на поверхности. 

 

3.8. Смачиваемость и коррозионные свойства покрытий в 

физиологическом растворе 

 

Наличие НЧ и термическая обработка изменяют морфологию и 

химические связи поверхности, что может стать причиной изменения 

гидрофильности и коррозионного поведения материала. Целью данного 

раздела являлось изучение влияния НЧ и отжига на смачиваемость и 

коррозионные свойства покрытий в физиологическом растворе. 

Смачиваемость покрытий изучали через 2 недели хранения образца в 

пластиковых пакетах, а краевой угол смачивания измеряли в течение 10 мин с 

интервалом 5 мин (таблица 3.3). 

 

Таблица 3.3 – Значения угла смачивания образцов с течение времени 

Образцы Угол контакта, о 

0 мин 5 мин 10 мин 

TiCaPCON 74±2 44±1 13±1 

Pt 97±2 73±1 23±2 

Ptот 90±1 62±2 19±1 
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Продолжение таблицы 3.3 

Fe 90±1 61±2 15±2 

Feот 82±2 54±1 16±1 

Pt+Fe 91±2 70±1 28±1 

(Pt+Fe)от 94±1 71±1 26±2 

Ptот+Fe 89±3 70±2 29±2 

 

Покрытие TiCaPCON без НЧ продемонстрировало угол смачивания 

около 73°.  После ионной имплантации краевой угол смачивания (КУС) 

увеличился до 81-90°. Со временем капли медленно растекались по 

поверхности, КУС снижался до 55-70° в течение 5 мин и до 15-29о через 10 

минут.  Образец с НЧ Fe после отжига имел наиболее гидрофильную 

поверхность.  

Электрохимические исследования проводили в условиях, 

обеспечивающих максимальную защиту НЧ от растворения. Для этого 

начальный потенциал записи поляризованных кривых был выбран равным -

0,3 В, а скорость развертки потенциала была увеличена до 10 мВ/с. Кроме того, 

были записаны поляризационные кривые с обратной разверткой потенциала 

от значений максимальной развертки анодного потенциала (+1,7 В) до 

начального потенциала (-0,3 В). Это помогло определить вклад пассивного 

оксидного слоя на поверхности TiCaPCON, в общую кинетику растворения 

НЧ. Результаты измерений приведены на рисунках 3.11 и 3.12 
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(а)       (б) 

Рисунок 3.11 – (а) Зависимость ПСК от времени и (б) АПП кривые 

покрытий, полученные при скорости развертки 3 мВ/с. На вставке показаны 

начальные участки поляризованных кривых. Области пиков плотности тока, 

соответствующие окислению НЧ Fe, показаны цветом 

 

 
(а)       (б) 

Рисунок 3.12 – АПП кривые, полученные при скорости развертки 

потенциала 10 мВ/с, для покрытий (а) Fe и Feот (б) Pt, Pt+Fe, Ptот+Fe и 

(Pt+Fe)от. На вставке указаны диапазоны потенциалов нулевых плотностей 

тока для (Pt+Fe) пленки (1), всех остальных пленок (2), а также пики 

плотности тока легированных Fe пленок на кривых с разверткой обратного 

потенциала (3) 

 

Изменение потенциала свободной коррозии дает информацию о 

растворении менее стабильных элементов покрытия и пассивации 

поверхности, связанной с образованием оксидных слоев. Изменение 

потенциала свободной коррозии покрытия во времени показано на рисунке 

3.11а. В течение 30 мин потенциал покрытия TiCaPCON смещался от 
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начального значения +30 мВ до +150 мВ, что связано с быстрым растворением 

Ca и P и пассивацией поверхности.  

Имплантация Fe привела к снижению начального потенциала до 

значения –320 мВ, который близок к потенциалу чистого Fe. В последующие 

10 мин потенциал возрастает до +110 мВ, что связано с активным 

растворением НЧ Fe. После этого, в течение 20 минут, потенциал медленно 

повышается до +250 мВ и становится на 100 мВ положительнее потенциала 

покрытия TiCaPCON без НЧ. Это связано с окислением НЧ Fe, поскольку 

оксиды Fe имеют потенциалы положительнее потенциалов оксидов Ti.  

Потенциал покрытия Pt быстро стабилизировался на уровне +450 мВ, 

что соответствует промежуточному значению между потенциалом чистой Pt 

(+990 мВ) и потенциалом TiCaPCON. Имплантация Fe в образец с Pt (образец 

Pt+Fe) привела к снижению начального потенциала до 0 В, который затем в 

течение 10 мин увеличился до +500 В и стал немного выше, чем у покрытия с 

НЧ Pt. Вероятно, низкий начальный потенциал связан с наличием НЧ Fe. 

После их растворения оставшиеся НЧ Pt обеспечивают потенциал близкий к 

образцу Pt. Разница в 50 В является следствием уменьшения среднего размера 

НЧ Pt и увеличения их удельной площади из-за имплантации Fe (рисунок 3.9г).  

После отжига образца с Fe наблюдалось равномерное увеличение 

потенциала со временем, вероятно, из-за более медленного растворения Fe из 

оксидов. Потенциал покрытия с Pt после отжига сместился к значению +800 

мВ, из-за уменьшения размера и увеличения удельной площади растворения 

НЧ (рисунок 3.10в). Потенциалы покрытий (Pt+Fe)от и Ptот+Fe находятся в 

диапазоне от +550 до +750 мВ и определяются потенциалом НЧ Pt. Быстрое 

растворение НЧ Fe под влиянием Pt (как показано в разделе 3.6) привело к 

тому, что НЧ Fe не повлияли на характер изменения потенциала со временем. 

Различие в изменении ПСК от времени для образцов (Pt+Fe)от и Ptот+Fe на 

рисунке 3.11а связано с размером, количеством и химическим состоянием 

оставшихся НЧ Pt, а также их активностью.  
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Рисунок 3.11б демонстрирует стандартные АПП кривые покрытий. 

Покрытие TiCaPCON находилось в стабильном пассивном состоянии, а при 

1,5 В присутствовал пик активации, связанный с растворением Ti и изоляцией 

поверхности оксидом. Кривые АПП покрытий с Pt показали типичное 

поведение металлической Pt – рост плотности тока (1,5 В) и отсутствие 

пассивации из-за электролиза воды и выделения O2. Имплантация Fe в 

покрытие Pt привела к ускорению анодных процессов из-за изменения 

химического состояния поверхности и растворения ионов Fe, увлекающих 

часть ионов Pt. Кривая АПП покрытия с Fe при потенциале +0,3 В имела 

типичный пик плотности тока Fe, свидетельствующий о его окислении. Отжиг 

привел к уменьшению площади пика плотности тока Fe (рисунок 3.11б), что 

связано с уменьшением доли металлического (неокисленного) Fe. После 

растворения Fe, вид кривых АПП покрытий Fe и Feот аналогичен зависимости 

АПП от времени для образца TiCaPCON. Однако, плотности анодного тока для 

образцов с Fe были выше, что свидетельствует о незначительном уменьшении 

защитных свойств слоя оксида Ti в присутствии продуктов окисления Fe.  

На рисунке 3.12а показаны кривые АПП покрытий с Fe, полученные при 

увеличенной скорости развертки потенциала. Кривые имели следующие 

отличия от кривых, представленных на рисунке 3.11б:  

- Потенциал нулевого тока покрытий Feот был смещен в отрицательную 

сторону, что указывает на сохранение большего количества НЧ Fe;  

- Покрытия Feот и Fe имели характерные пики плотности тока при 

потенциалах от 0,3 до 0,4 В, что, вероятно, связано с окислением НЧ Fe. 

Кривые плотности тока, полученные при обратной развертке анодного 

потенциала от +1,5 до +0,5 В, показали очень низкие значения плотности тока, 

что связано с высоким качеством пассивного слоя на свободных от НЧ Fe 

участках покрытия TiCaPCON. Кривая покрытия с НЧ Fe при обратной 

развертке потенциала имела пик плотности тока с отрицательной 

полярностью, который связан с частичным восстановлением Fe2O3 до FeOx.  
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На рисунок 3.12б показаны кривые АПП для покрытий Pt, Pt+Fe, Ptот+Fe 

и (Pt+Fe)от, которые были получены при скорости развертки потенциала 10 

мВ/с. Кривые начальной плотности тока похожи для всех покрытий. 

Потенциалы нулевого тока для всех исследованных образцов, кроме (Pt+Fe)от, 

находятся в диапазоне от +0,5 до +0,9 В (рисунок 3.12б, область 2), что связано 

с наличием НЧ Pt. Нулевой рабочий потенциал образца (Pt+Fe)от смещен к 

значению +0,35 В (рисунок 3.12б, область 1). Резкий рост плотности тока для 

всех покрытий с Pt при потенциалах положительнее +1,5 В, связан с 

диссоциацией воды и выделением O2. Низкая плотность тока при потенциалах 

менее +1,5 В соответствовала пассивному состоянию покрытия TiCaPCON. 

При отрицательных значениях потенциала катодная плотность тока всех 

покрытий, легированных Pt, увеличивалась из-за выделения водорода. 

Кривые обратной развертки покрытий с Fe имеют пики плотности тока 

в диапазоне от +0,3 до +0,2 В (рисунок 3.12б, область 3), которые 

свидетельствуют о восстановлении Fe2O3 до FeOx. Этот результат важен для 

понимания распределения потенциала на поверхности образца после 

выдержки в ФР. Часть НЧ Fe растворяется и выщелачивается в ФР в виде 

ионов, а другая часть НЧ Fe окисляется до оксида Fe и остается на поверхности 

покрытия. Электрохимический потенциал этих НЧ соответствует значению 

+0,3 В, что положительнее потенциала покрытия TiCaPCON (+0,15 В).  

По результатам исследований можно сделать следующие заключения: 

а) отжиг влияет на ПСК покрытий и скорость растворения НЧ; 

б) только часть НЧ Fe растворяется, остальная часть остается в виде 

оксидов с потенциалом отличным от TiCaPCON; 

в) НЧ не ухудшают коррозионной стойкости TiCaPCON покрытия.  



78 
 

3.9. Исследование твердости и адгезионной прочности покрытий 

TiCaPCON 

 

 Имплантация металлов в верхние слои покрытия может привести к 

изменению его твердости и адгезионной прочности из-за увеличения 

количества дефектов. Целью настоящего раздела являлась измерение 

твердости и адгезионной прочности покрытий до и после имплантации Pt и Fe. 

 Твердость и адгезионную прочность покрытий оценивали методом 

измерительного наноидентирования и царапания, соответственно. Результаты 

измерений приведены в таблице 3.4.  

 

Таблица 3.4 Результаты механических испытаний покрытий 

Покрытие H, ГПа E, ГПа We, % Lc1, H Lc3, H 

TiCaPCON 28±1,8 232±13 82,3 2,8 11,8 

Pt 24±2,8 211±22 73,3 2,2 7,3 

Pt+Fe 23±2,1 216±25 74,6 5,3 24,4 

Примечание – Lc1 – нагрузка, приводящая к возникновению первой трещины; Lc3 – 

нагрузка, при которой появляется материал подложки (истирание или отслоение). 

  

 Результаты механических испытаний демонстрируют, что как 

имплантация Pt, так и последующая имплантация Fe приводят к 

незначительному снижению твердости, модуля Юнга и упругого 

восстановления покрытия. Твердость покрытий снижается с 28 ГПа до 24 и 23 

ГПа, модуль упругости с 232 ГПа до 211 и 216 ГПа, а упругое восстановление 

с 82,3 до 73,3 и 74,6 % для покрытий Pt и Pt+Fe, соответственно.  

Разрушение всех покрытий при царапании происходит по когезионному 

механизму без адгезионного отслоения. Когезионная прочность покрытий 

зависит от типа имплантированного металла. Нагрузка, которая приводит к 

появлению первых шевронных трещин (Lc1), снижается с 2,8 до 2,2 H после 

имплантации Pt. Последующая имплантация Fe повышает критическую 
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нагрузку Lc1 до 5,3 H, что в два раза выше, чем для исходного покрытия 

TiCaPCON. Подложка появляется в результате пластичного истирания 

покрытия (Lc3) при нагрузках 11,8 (TiCaPCON), 7,3 (Pt) и 24,4 H (Pt+Fe).  

3.10. РФЭС анализ поверхности образцов после отжига  

 

Целью настоящего раздела было изучение химический связей на 

поверхности покрытий с НЧ до и после термической обработки. 

Химические связи на поверхности покрытий и атомные концентрации 

всех элементов (таблица 3.5) определяли методом РФЭС. Оценка химических 

связей до и после отжига проводилась для следующих элементов: С1s 

(рисунок 3.13), N1s (рисунок 3.14), O1s (рисунок 3.15), Ti2p (рисунок 3.16), 

Pt4f (рисунок 3.17). 

 

Таблица 3.5. Атомные концентрации элементов до и после отжига (РФЭС) 

Образец Концентрация, at.% 

C1s Ca2p Fe2p N1s O1s P2p Pt4f Ti2p 

Fe 46,13 0,00 11,90 1,99 36,10 0,00 0,00 3,87 

Fean 58,75 0,37 0,63 7,66 20,80 0,00 0,00 11,80 

Pt 39,11 0,17 0,00 1,88 35,50 0,00 9,23 14,10 

Ptan 58,61 0,35 0,00 4,30 16,27 1,80 12,71 5,95 

Pt+Fe 40,25 0,24 4,20 2,23 33,24 0,00 7,47 12,38 

(Pt+Fe)an 78,92 0,14 0,00 5,84 9,07 0,00 0,30 5,72 

Ptan+Fe 42,39 0,25 3,43 3,10 31,69 0,00 7,76 11,38 
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Рисунок 3.13 – Спектры РФЭС С1s (а-ж) и их аппроксимация до (а,в,д) и 

после (б,г,е,ж) отжига 
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Рисунок 3.14 – Спектры РФЭС N1s (а-ж) и их аппроксимация до (а,в,д) и 

после (б,г,е,ж) отжига 
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Рисунок 3.15 – Спектры РФЭС О1s (а-ж) и их аппроксимация до (а,в,д) и 

после (б,г,е,ж) отжига 
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Рисунок 3.16 – Спектры РФЭС Ti2p (а-ж) и их аппроксимация до (а,в,д) и 

после (б,г,е,ж) отжига  
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Рисунок 3.17 – Спектры РФЭС Pt4f (а-д) и их аппроксимация до (а,в) и после 

(б,г,д) отжига 

 

Спектры C1s РФЭС высокого разрешения образцов Fe, Pt, Ptот, Pt+Fe и 

Ptот+Fe были разложены с использованием трех компонентов:  

(а) аморфного углерода (фазы a-CHx и a-C (x = 0) имеют значение ЭС ≈ 

285 эВ, полуширина пика (fwhm) = 1,35 ± 0,1 эВ);  

(б) C=O (ЭС = 288,1 ± 0,2 эВ, fwhm ≈ 2 эВ)  

(в) C−O (ЭС = 286,4 ± 0,2 эВ, fwhm = 1,5 ± 0,2 эВ); 
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Связь Ti-C (ЭС = 282 ± 0,2 эВ, fwhm = 1,0 ± 0,1 эВ) присутствовала в 

покрытии Pt+Fe до отжига и в образцах Feот и (Pt+Fe)от после отжига. 

Некоторые образцы, имплантированные Pt и Fe, после отжига (Ptот, (Pt+Fe)от и 

Feот) имели характерный пик C−C (графит) при 284,4 эВ (рисунок 3.13б,г,е). 

Асимметричная форма пика с сателлитом при больших значениях ЭС 

характерна для всех углеродных материалов со структурой графита [235]. 

Сателлит хорошо виден при ЭС = 290–292 эВ на вставке рисунков 3.13б,е. 

Отсутствие графита в покрытии Ptот+Fe связано с распылением тонкого 

верхнего слоя во время имплантации Fe. Образование графитовой фазы было 

также подтверждено спектроскопией КР (рисунок 3.18). 

  

 
Рисунок 3.18 – Спектры КР образцов Pt+Fe и (Pt+Fe)от 
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На РФС N1s спектре образца Pt присутствует дополнительная компонента C-

N (ЭС = 399,2 эВ, fwhm = 1,6 эВ). После термообработки на спектрах N1s 

покрытий присутствуют сигналы всех трех компонентов (TiN, C-N и N-C=O). 

Спектры О1s РФЭС были разложены на два компонента: M−O 

(M=металл) при ЭС = 530,2 ± 0,2 эВ и fwhm = 1,4 ± 0,2 эВ и C=O при ЭС = 

532,4 ± 0,3 эВ и fwhm = 1,8 ± 0,2 эВ (рисунок 3.15). Отжиг привел к изменению 

соотношения M−O/C=O только для образца (Pt+Fe)от (рисунок 3.15е). 

Спектры РФЭС Ti2p образцов с Pt и Fe до и после отжига показаны на 

рисунке 3.16. Кривые можно описать суммой четырех компонентов:  

(а) TiO2 - основной компонент (ЭС3p 3/2 = 458,5 ± 0,2 эВ, fwhm3p 3/2 = 1,3 ± 

0,1 эВ; ЭС3p 1/2 = 464,1 ± 0,2 эВ, fwhm3p 1/2 = 1,8 ± 0,1 эВ); 

(б) Ti2O3 (ЭС3p 3/2 = 457,3 ± 0,2 эВ, fwhm3p 3/2 = 1,5 ± 0,1 эВ; ЭС3p 1/2 = 462,5 

± 0,2 эВ, fwhm3p 1/2 = 1,8 ± 0,1 эВ); 

(в) карбид титана - TiC (ЭС3p3/2 = 455,1 ± 0,1 эВ, fwhm ЭС3p3/2 = 1,1 ± 0,1 

эВ; ЭС3p1/2 = 459,5 ± 0,1 эВ, fwhm ЭС3p1/2 = 1,1 ± 0,1 эВ); 

(г) нитрид титана TiN (ЭС3p 3/2 = 456,0 ± 0,2 эВ, fwhm3p 3/2 = 1,5 ± 0,1 эВ; 

ЭС3p 1/2 = 461,0 ± 0,2 эВ, fwhm3p 1/2 = 1,5 ± 0,1 эВ).  

Пики TiN и TiC были наиболее интенсивны в спектре покрытия с Fe. Это 

значит, что его поверхность менее окислена, чем у образов с Pt. Увеличение 

интенсивности пиков TiN и TiC в спектрах Ti2p покрытий Feот, Ptот и (Pt+Fe)от 

свидетельствует о том, что наличие НЧ делает поверхность TiCaPCON менее 

окисленной после отжига. Имплантация Fe в образец Ptот привела к 

значительному ослаблению интенсивности пиков TiN и TiC, что говорит о 

повторном окислении поверхности TiCaPCON покрытий. 

Связи Pt оценивали путем аппроксимации спектров Pt4f7/2 и Pt4f5/2 

(рисунок 3.17). Спектры раскладывали на три компонента: Pt (ЭС4f 7/2 = 71,0 ± 

0,1 эВ fwhm4f 7/2 = 1,0 ± 0,1 эВ; ЭС4f 5/2 = 74,2 ± 0,1 эВ fwhm4f 5/2 = 1,1 ± 0,1 эВ), 

Pt−Ti (ЭС4f 7/2 = 71,5 ± 0,1 эВ fwhm4f 7/2 = 0,9 ± 0,1 эВ; ЭС4f 5/2 = 74,7 ± 0,1 эВ 

fwhm4f 5/2 = 1,0 ± 0,1 эВ) и оксид Pt (PtO, ЭС4f7/2 = 73,0 эВ fwhm4f 7/2 = 1,2 эВ; 

ЭС4f5/2 = 75,7 эВ fwhm4f 5/2 = 1,1 ± 0,1 эВ). После отжига спектры Pt4f5/2 и Pt4f7/2 
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сместились на 0,4 эВ в сторону более высокой ЭС, а интенсивность пиков Pt-

Ti и PtO увеличилась (образец Ptот). Подобный сдвиг характерен для бинарных 

покрытий Pt/Ti после отжига и связан с образованием фазы TiPt3 [237]. Также 

на поверхности обнаружена фаза PtO2 (ЭС4f5/2 = 76,4 эВ, fwhm4f5/2 = 1,3 эВ). 

Последующая имплантация Fe в покрытие Ptот изменила только соотношение 

интенсивности пиков. Спектр РФЭС Pt4f образца Pt+Fe до отжига имел 

сильный пик от соединения PtTix с небольшим вкладом металлических фаз Pt, 

PtO и PtO2. Отжиг привел к увеличению интенсивности сигналов от PtO и PtO2.  

После ионной имплантации покрытия TiCaPCON содержали 11,9 ат.% 

Fe и 9,2 ат.% Pt (таблица 3.4). Суммарное содержание имплантированных 

элементов в образце Pt+Fe составило 11,6 ат.%. Отжиг образцов Fe и Pt+Fe 

снизил концентрацию Fe до 0,63 ат.% в образце Feот, а в образце (Pt+Fe)от  

концентрации Fe и Pt до 0,0 и 0,3 ат.%, соответственно. Содержание Pt после 

отжига образца Pt увеличилось до 12,7 ат.%. Дальнейшая имплантация ионов 

Fe снизила содержание Pt до 7,8 ат.% из-за распыления НЧ Pt ионами Fe, что 

подтверждает данные раздела 3.7. Содержание O во всех образцах после 

отжига снизилось: с 36,1 (Fe) до 20,8 (Feот), с 35,5 (Pt) до 16,3 (Ptот) и с 33,2 

(Pt+Fe) до 9,1 ат.% ((Pt + Fe)от). Оценить вероятность образования PtTix и его 

стехиометрию можно исходя из анализа диаграммы Pt-Ti (рисунок 3.19) 

 

 

Рисунок 3.19 – Диаграмма состояния двойной системы Ti-Pt [234] 
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Согласно фазовой диаграмме Pt-Ti, во время отжига могут образоваться 

интерметаллические фазы Ti3Pt, Ti4Pt3, α-TiPt и TiPt3 [238]. Соединение TiPt3 

образуется во время отжига бинарных покрытий Pt/Ti при температуре в 

диапазоне 750-800°C [239,240]. Однако, учитывая высокое сродство титана к 

кислороду, Pt может прореагировать с Ti в покрытиях TiCaPCON-Pt только 

после активации реакции восстановления TiO2. 

Обычно НЧ Pt, расположенные на поверхности TiO2, легко адсорбируют 

монооксид углерода и водород, однако, эта хемосорбция отсутствовала после 

восстановления при высоких температурах из-за эффекта сильного 

взаимодействия металл-носитель (СВМН) [241] Миграция восстановленных 

частиц из TiO2 сопровождается образованием связей Pt-Ti и 

инкапсулированием НЧ [242,243]. Аналогичное СВМН было обнаружено для 

системы Pt/TiO2 при температуре выше 280°C с образованием сплава Pt-Ti-O 

при отжиге в вакууме [244]. СВМН приводит к реакции металлических НЧ Fe 

с TiO2 и образованию смешанных оксидов Fe/Ti (например, FeTiO3) [245].  

Реакцию восстановления можно также объяснить тем, что НЧ металлов 

обладают достаточной реакционной способностью, чтобы катализировать 

разложение TiO2→TiOx+O2−x. Имплантация высокоэнергетических ионов 

приводит к проникновению атомов Pt в кристаллическую решетку TiO2, где 

атомы могут стабилизироваться в виде Pt(IV) и Pt(II) [246,247] в 

поверхностном оксиде PtO или, замещая Ti, в решетке TiO2. Образование 

кластеров на основе Pt в TiO2 может привести к появлению слабосвязанного 

кислорода [248] и способствовать реакции восстановления во время отжига. 

Металлическая Pt не может быть окислена до PtO на воздухе даже при высокой 

температуре. Однако, при нагреве до 400°C атомы Pt могут термически 

диффундировать из частиц Pt в решетку TiO2 и замещать Ti4+ с образованием 

Pt2+ [249]. Реакции восстановления могут быть следующими: 

 

2Ca + TiO2 → 2CaO + Ti        (3.1) 

2Fe + 3TiO2 → 2FeTiO3 + Ti        (3.2) 
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Графитизацию покрытия при отжиге можно объяснить потерей 

водорода гидрированным CHx (рисунок 3.13) с превращением в графитовый 

углерод. Подобная реакция характерна для катализаторов Pt/C, на которых 

углеводородные покрытия теряют водород и превращаются в графитовый 

углерод при вакуумировании [250]. Отжиг способствует многоступенчатому 

превращению аморфного графита в нанокристаллический графит при 450°C 

через дегидратацию (150°C), дегидрирование (150-300°C) и графитизацию (> 

350°C) [251]. Свободный Ti, образованный в результате реакций 

восстановления 3.1 и 3.2, реагирует с аморфным углеродом и Pt и образует 

фазы TiC и PtTix о чем свидетельствуют спектры РФЭС C1s и Pt4f. 

Описанные выше результаты РФЭС продемонстрировали, что 

химический состав поверхности претерпевает значительные изменения во 

время имплантации ионов металлов и последующего отжига. Обобщая 

результаты исследований, можно отметить следующее: 

(а) Pt взаимодействует с Ti с образованием PtTix, как во время 

имплантации ионов Pt, так и при последующей термообработке;  

(б) Количество фазы PtTix значительно увеличилось после отжига; 

(в) Отжиг привел к графитизации поверхности покрытий (образцы Ptот, 

Feот и (Pt+Fe)от); 

(г) В присутствии НЧ поверхность образцов после отжига была менее 

окисленной из-за реакций восстановления. 

 

3.11. РФЭС анализ поверхности образцов после выдержки в ФР  

 

Целью данного раздела было изучение влияния 24-часовой выдержки в 

ФР на изменение химического состава поверхности и структуру 

приповерхностных слоев. 

Спектры РФЭС высокого разрешения C1s, N1s, O1s, Ti2p и Pt4f после 24 

часов выдержки образцов в ФР показаны на рисунках 3.20–3.24. 
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Рисунок 3.20 – Спектры РФЭС С1s (а-ж) образцов после выдержки в ФР в 

течение 24 часов и их разложение  
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Рисунок 3.21 – Спектры РФЭС N1s (а-ж) образцов после выдержки в ФР в 

течение 24 часов и их разложение 
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Рисунок 3.22 – Спектры РФЭС O1s (а-ж) образцов после выдержки в ФР в 

течение 24 часов и их разложение 
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Рисунок 3.23 – Спектры РФЭС O1s (а-ж) образцов после выдержки в ФР в 

течение 24 часов и их разложение 
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Рисунок 3.24 – Спектры РФЭС Pt4f (а-д) образцов после выдержки в ФР в 

течение 24 часов и их разложение 
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имплантированном Fe, снижению количества амидных групп N-CO (рисунок 

3.21). Выдержка в ФР привела к появлению на образцах Feот и (Pt+Fe)от, новых 

пиков (ЭС = 396,4 эВ) нитрида. Единственной особенностью спектров O1s 

(рисунок 3.22) было появление компонента C−O после выдержки в ФР. На 

спектрах Pt4f после выдержки в ФР увеличилось отношение PtTix/Ptмет в 

покрытиях Pt и Ptот+Fe, а НЧ PtTix/Pt сильнее окислились (Ptот, Ptот+Fe, 

(Pt+Fe)от). Сравнение атомных концентраций элементов до и после 

погружения в ФР (таблицы 3.5 и 3.6) показало, что количество Ca и P 

уменьшилось. Это можно свидетельствовать о быстром растворении Ca и P. 

Выдержка в ФР образцов Fe, Pt и Pt+Fe привела к увеличению количества O и 

уменьшению C. 

 

Таблица 3.6 – Значения концентрации элементов, полученные методом РФЭС 

Образец Концентрация, ат.% 

C1s Ca2p Fe2p N1s O1s P2p Pt4f Ti2p 

Fe 37,66 0,00 11,92 2,90 40,95 0,00 0,00 6,56 

Feот 56,60 0,11 2,59 6,90 23,99 0,00 0,00 9,81 

Pt 35,99 0,00 0,00 2,12 37,90 0,00 9,17 14,82 

Ptот 62,08 0,00 0,00 2,60 16,99 0,92 11,71 5,70 

Pt+Fe 35,60 0,00 4,77 2,29 37,23 0,00 7,47 12,64 

(Pt+Fe)от 74,57 0,00 1,12 6,31 12,02 0,00 0,24 5,75 

Ptan+Fe 42,06 0,00 4,07 1,83 33,36 0,00 7,68 11,00 

 

Особенности образцов после выдержки в ФР в течение 24 часов:  

(а) исчезли компоненты C−N и появились группы C−O;  

(б) НЧ Pt и PtTix имели тенденцию к окислению в ФР;  

(в) в покрытиях Feот, Ptот+Fe и (Pt+Fe)от a-C связи преобразовались в CHx.  

Покрытие Pt+Fe до и после выдержки в ФР в течение 24 часов было 

дополнительно изучено методом ПЭМВР (рисунке 3.24).  
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Рисунок 3.25 – Изображения ПЭМ и ПЭМВР (вставки) образца Pt+Fe до (а) и 

после погружения в ФР на 24 часа (б) и спектры ЭДС (в) в выбранных 

областях 

 

 На рисунке 3.25 присутствует тонкий приповерхностный слой (∼20 нм) 

с НЧ Pt (рисунок 3.25а), что согласуется с результатами раздела 3.3 о глубине 

имплантации металлов. Ниже имплантированного слоя были обнаружены 

элементы Ti, Ca, P, C, O и N (сигнал Cu от держателя). На изображениях 

ПЭМВР покрытия Pt+Fe выявлены характерные атомные плоскости фаз Pt и 

TiC (рисунок 3.25а, вставки) и обнаружен тонкий поверхностный аморфный 

слой (∼1−1,5 нм). Анализ слоя методом ЭДС подтвердил, что он обогащен Pt 

и Fe (рисунок 3.25в). Выдержка образца в ФР привела к уменьшению толщины 

ионно-имплантированного слоя (рисунок 3.25б) вследствие растворения НЧ. 

Толщина слоя аморфного оксида на поверхности увеличилась до 2,5 нм 

(рисунок 3.25б). Фазы с высоким содержанием Fe не обнаружены из-за 

образования твердого раствора Pt+Fe [252]. 
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3.12. Исследование поверхности образцов методами АСМ и КЗСМ 

 

Топографию поверхности и разность потенциалов между 

наночастицами и окружающей матрицей до и после выдержки образцов в ФР 

изучали методами АСМ и КЗСМ, соответственно (Рисунок 3.26). 

 

 Ptот  Ptот+Fe 

 
Pt+Fe  (Pt+Fe)от 

 
Рисунок 3.26 – АСМ (1,3) и КЗСМ (2,4) изображения образцов Ptот, Ptот+Fe 

Pt+Fe и (Pt+Fe)от до (1,2) и после 12 часов (3,4) выдержки в ФР 
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Разница потенциала между НЧ Pt и покрытием TiCaPCON в образец Ptот 

составляла около 15–30 мВ. Выдержка в ФР в течение 12 часов привела к 

изменению разности потенциалов – НЧ Ptот стали отрицательно заряженными 

по отношению к TiCaPCON (30–40 мВ). Наночастицы на покрытии Pt+Fe 

перед погружением в ФР были заряжены на 30 мВ положительнее TiCaPCON, 

а после выдержки стали на 40–60 мВ отрицательнее окружающей матрицы. 

Аналогичное изменение заряда НЧ на противоположный при выдержке в ФР 

происходило для покрытий Pt+Fe и Ptот+Fe.  

Сопротивление покрытия TiCaPCON было измерено и составило 29 

Ом/см2, что подтвердило его способность проводить ток. Наличие разницы 

потенциала и проводящего покрытия позволяет утверждать об успешном 

формировании микрогальванические пары на поверхности. 

Результаты исследования позволяют утверждать: 

а) НЧ имеют потенциал 15–30 мВ положительнее TiCaPCON до 

выдержки в ФР; 

б) НЧ имеют потенциал до 60 мВ отрицательнее TiCaPCON после 

выдержки в ФР; 

в) наличие разницы потенциалов и проводящего покрытия TiCaPCON 

указывает на возможность возникновения микрогальванической пары;  

 

3.13. Изучение выхода ионов Pt, Fe, Ca и P, в процессе выдержки 

образцов в ФР  

  

Концентрация ионов Pt, Fe, Ca и P важна для объяснения биоактивных и 

бактерицидных свойств материалов. Целью настоящего раздела было 

изучение зависимости количества ионов Pt, Fe, Ca и P в ФР от времени.  

 На рисунке 3.27 показана кинетика выхода ионов Pt, Fe, Ca и P,  
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(а)       (б) 

 
(в)       (г) 

Рисунок 3.27 – Концентрации ионов Pt (а), Fe (б), Ca (в) и P (г), 

высвобождаемых в ФР с течением времени, по данным МС-ИСП 

 

Из рисунка 3.27а видно, что для образца с имплантацией Pt через 72 часа 

концентрация ионов Pt не превышала 1,5 млрд-1. Последующая имплантация 

ионов Fe (образец Pt+Fe) привела к активации процесса выхода ионов Pt. 

Концентрация ионов Pt быстро увеличивалась до 18 млрд-1 в течение 6 часов, 

после чего высвобождение ионов Pt прекратилось. Увеличение кинетики 

выхода Pt связано с быстрым выходом ионов Fe в ФР, которые увлекают часть 

ионов Pt из НЧ Fe/Pt. После выхода Fe из НЧ Fe/Pt выход ионов Pt прекратился. 

 Образец (Pt+Fe)от выпускал до 2 млрд-1 ионов Pt в течение 3 часов, 

затем концентрация не изменялась. В образцах Ptот и Ptот+Fe концентрация 
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ионов Pt постепенно увеличивалась со временем, достигая 14 (Ptот) и 27 млрд-

1 (Ptот+Fe) через 72 часа.  

Fe быстро растворялось в ФР, и концентрация его ионов для покрытия 

Fe достигала 1750 млрд-1 уже через 3 часа (рисунок 3.28б). Отжиг замедлил 

выделение ионов Fe из-за окисления НЧ Fe, через 3 часа их концентрация не 

превышала 500 млрд-1. Покрытие Pt+Fe через 3 часа выделило только 1100 

млрд-1 из-за низкого содержания Fe в результате разницы в режимах 

первичной и вторичной ионной имплантации: 30 кВ, 60 мин (Fe) против 25 кВ 

и 15 мин (Pt+Fe). Отжиг образца Pt+Fe привел к образованию двух типов 

катодов Pt и PtTi, наличие которых привело к увеличению концентрации ионов 

Fe в ФР до 1750 млрд-1. Этот механизм был рассмотрен в разделе 3.6. Образец 

Ptот+Fe также показал высокое высвобождение ионов Fe. Количество НЧ Pt 

после отжига возросло, что привело к увеличению доли Fe, 

имплантированного в НЧ Pt, и, соответственно, его выхода.  

На рисунке 3.27 в,г показана концентрация ионов Ca и P во время 

выдержки образцов в ФР. Концентрация ионов Са быстро увеличивалась в 

течение 12 часов, а затем оставалась на уровне 30–40 млрд-1. Все покрытия 

интенсивно высвобождали ионы P в течение первых 3 часов с последующим 

медленным выходом в течение 48 часов. Среднее количество ионов P 

составило 2–3,5 млн-1 (3 часа) и 3–6,5 млн-1 (72 часа). Имплантация и отжиг не 

внесли значительных изменений в кинетику выхода Ca и P. 

 

3.14. Изучение способности образцов поглощать свет  

 

Способность материала генерировать АФК определяется возможностью 

перераспределения электронов между валентной зоной и зоной проводимости 

под действием облучения. Для изучения способности образцов поглощать свет 

в УФ и видимом диапазоне был использован метод спектроскопии 

зеркального отражения (рисунок 3.28).  
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(а)      (б) 

 

(в)      (г) 

Рисунок 3.28 – Спектры ЗО при углах падения 30, 40, 50 и 60 градусов 

 

На рисунке 3.28 сравниваются спектры ЗО покрытий TiCaPCON без НЧ 

и имплантированных Pt и Fe, записанные при углах падения 30, 40, 50 и 60 

градусов. Кривые зеркального отражения всех покрытий в диапазоне 

облучения от 200 до 1000 нм не отличались, а процент отражения составил 

менее 40%. Разница в количестве отраженного света между образцами не 

превышала 10%. Анализ спектров позволяет заключить, что все образцы 

поглощают до 60% света в диапазоне 200 до 1000 нм. 

 

3.15. Исследование генерации АФК 

 

Целью данного раздела являлось изучение количества генерируемых 

образцами АФК. Концентрацию АФК измеряли после воздействия: (а) УФ-

излучение в течение 30 мин; (б) видимого света в течение 8 часов; (в) хранения 

в темноте в течение 8 часов (рисунок 3.29). Время 24+8 часов означает, что 
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образцы предварительно выдерживали в ФР в течение 24 часов, заменяли его 

новым и затем через 8 часов измеряли концентрацию АФК. Этот эксперимент 

позволил оценить способны ли образцы генерировать АФК после 24 часов. 

 

 
Рисунок 3.29 – Концентрация АФК, образующихся в ФР после воздействия 

(а) УФ-облучения, (б) искусственного света и (в) выдержки в темноте. 1 – 

TiCaPCON, 2 – Pt, 3 – Ptот, 4 – Feот, 5 – Pt+Fe, 6 – Ptот+Fe и 7 – (Pt+Fe)от 

 

Максимальная концентрация АФК через 3 часа выдержки после УФ-

облучения покрытий TiCaPCON без НЧ составила 450 нмоль/см2, затем 

концентрация снизилась до 190 нмоль/см2 через 12 часов. Воздействие УФ-

облучения на все образцы, легированные Pt и Fe, привело к генерации 

максимального количества АФК после погружения в ФР на 3-12 час 

выдержки: 720 (Pt), 1700 (Ptот), 1310 (Feот), 2970 (Pt+Fe), 1970 (Ptот+Fe) и 1180 

нмоль/см2 ((Pt+Fe)от). Концентрация АФК после выдержки в течение 24 часов 

значительно снизилась до 300 (Pt), 730 (Ptот), 900 (Feот), 300 (Pt+Fe), 310 

(Ptот+Fe) и 170 нмоль/см2 ((Pt+Fe)от).  
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Максимальная концентрация АФК после воздействия видимого света 

(рисунок 3.29б) была примерно в 2-3 раза ниже УФ: 385 (Pt), 620 (Ptот), 450 

(Feот), 840 (Pt+Fe), 870 (Ptот+Fe) и 460 нмоль/см2 ((Pt+Fe)от).  

Цель эксперимента по изучению количества АФК в ФР в условиях 

темноты состояла в определении роли света в генерации АФК. Концентрация 

АФК в темноте была на два порядка ниже, чем при облучении видимым светом 

(рисунок 3.29в). Покрытия Pt+Fe и Ptот+Fe генерировали максимальное АФК 

как в условиях воздействия УФ, так и видимого света. Эти два образца также 

генерировали максимальное количество АФК в темноте (<13 нмоль/см2). 

После предварительной выдержки в течение 24 часов и погружения в новый 

раствор образцы не образовали АФК в течение 8 часов.  

Количество АФК зависит от двух конкурентных процессов: образования 

АФК и их рекомбинации. На рисунке 3.30 показаны концентрации АФК в 

аликвотах, собранных с интервалом в 12 часов после воздействия видимого 

света, которые затем хранили в течение 66 и 54 часов, соответственно, перед 

анализом количества АФК.  

 

 
Рисунок 3.30 – Концентрация АФК в аликвотах, собранных через 12 и 24 ч и 

хранимых в течение 54 и 66 часов, соответственно. 1 – TiCaPCON, 2 – Pt+Fe, 

3 – Pt, 4 – Fe, 5 – Feот, 6 – Ptот, 7 – (Pt+Fe)от, 8 – Ptот+Fe 
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Сравнение результатов, представленных на рисунках 3.30 и 3.31, 

показывает, что концентрация АФК в аликвотах (без образцов) уменьшается 

со временем со скоростью 1,3–7,8 нмоль/см2 в час в результате процесса 

рекомбинации с катионами раствора. 

Результаты исследований показали, что:  

а) наличие НЧ увеличивает количество генерируемых АФК; 

б) концентрация АФК очень сильно зависит от типа излучения. УФ 

часто используется для активации процесса генерации АФК [253]; 
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ГЛАВА 4. Разработка покрытия в системе ПЭО TiO2/Ag,Pt 

 

Покрытие из оксида титана (TiO2) часто используют при модификации 

поверхности титановых имплантатов. Одним из способов нанесения TiO2 

является ПЭО, которое позволяет получать пористую поверхность и широко 

варьировать состав покрытия. Размер пор и состав – один их основных 

факторов биосовместимости покрытия, поэтому важно оптимизировать режим 

ПЭО и состав электролита.  

Анализ литературы показывает, что одной из особенностей TiO2 

являются, обусловленные шириной запрещенной зоны 3,0–3,2 эВ, 

фотокаталитические свойства, которые проявляются под действием УФ света 

и обеспечивают генерацию АФК. Усилить фотокаталитическую активность 

TiO2, и, следовательно, генерацию АФК можно путем создания НЧ на 

поверхности. 

 Платина продемонстрировала способность к генерации АФК (глава 3), 

а ее ионы не проявляются бактерицидных свойств. Ag, напротив, известно 

бактерицидными свойствами ионов, что в комбинации с АФК может усилить 

антибактериальную активность материала. Эти металлы были выбраны для 

создания НЧ на поверхности TiO2 покрытия. 

Целью главы являлось создание пористого биоактивного покрытия TiO2 

с НЧ Ag и Pt, способного генерировать АФК и выделять бактерицидные ионы.  

 

4.1. Оптимизация морфологии и элементного состава покрытий 

 

Целью раздела являлась оптимизация технологического режима ПЭО 

для получения оптимальной морфологии и состава покрытий ПЭО TiO2. 

ПЭО обработка проводилась в различных электролитах (Э1-Э3) при 

соответствующих технологических параметрах (Р1-Р3). РЭМ изображения 

структуры и составы покрытий, определенные методом ЭДС, приведены на 

рисунке 4.1 и в таблице 4.1.  
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 (а) (б) (в) 

Рисунок 4.1 – РЭМ изображения покрытий ПЭО TiO2 (вид сверху и сбоку), 

полученных по режимам (а) Э1/Р1, (б) Э2/Р2, (в) Э3/R3 

 

Таблица 4.1. Элементный состав покрытий при различных режимах получения  

Электролит/Режим Элементы, ат.% 

Ti O Ca P N C 

Э1/Р1 25,7 57,7 0,8 4,0 0,0 10,8 

Э2/Р2 33,5 47,7 0,3 0,0 7,9 10,6 

Э3/Р3 22,4 65,2 6,3 4,8 1,3 0,0 

 

Покрытие, полученное по режиму Э1/Р1, имело толщину 2–3 мкм и поры 

двух характерный размеров: мелкие (0,45–0,7 мкм) и крупные (1,6–3,2 мкм) 

(Рисунок 4.1а). Распределение пор было неоднородным, а содержание Ca и P 

составляло 0,8 и 4,0 ат.%, соответственно. Низкое содержание Ca и 

неоднородность размера и распределения пор не являются оптимальными 

параметрами. Режим Э2/Р2 (рисунок 4.1б) позволил получить плотное 

покрытие толщиной 8–9 мкм с неглубокими плотно и равномерно 

расположенными мелкими порами (0,2–0,5 мкм) и единичными крупными 

порами до 1,5 мкм (рисунок 4.1б). Покрытие содержало очень мало Ca (0,3 

ат.%), а Р не был обнаружен. Оптимальная морфология поверхности и состав 

покрытия были получены при режиме Э3/Р3 – равномерно распределенные 

глубокие поры размером 0,7–2,3 мкм и (рисунок 4.1в), концентрация Ca и P 

6,3 и 4,8 ат.%, соответственно. Толщина покрытия составила 6–7 мкм. 

Пористость образца Э3/R3 и площадь поверхности были расчитаны исходя из 

цилиндрической формы пор по методу секущих. ПЭО привело к увеличению 

площади поверхности в 1,66 раза, а пористость образца составила 12,1%.  
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4.2. Исследование состава и химии поверхности покрытия 

 

Изображения РЭМ (вид сверху) и ЭДС карты распределения элементов 

в покрытии ПЭО TiO2  и спектры КР показаны на рисунках 4.2 и 4.3. 

 

 
Рисунок 4.2 – (а) Изображение РЭМ и соответствующие ему (б-е) карты 

элементов ЭДС покрытия ПЭО TiO2 (Э3/Р3) 

 

 
Рисунок 4.3 – Спектры КР покрытия ПЭО TiO2, нанесенного на подложку из 

α-Ti, и эталонных образцов TiO2 анатаза и рутила 
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Рисунок 4.2 демонстрирует, что все элементы, в том числе Ca и P, 

равномерно распределены по поверхности покрытия. Спектр КР образца ПЭО 

TiO2 имел четыре характерных пика (рисунок 4.3), форма и положение 

которых соответствовали сигналам 146 (Eg), 396 (B1g), 515 (A1g) и 641 (Eg) см−1 

для фазы TiO2-анатаз. Сигналы от фазы TiO2-рутил также присутствовали на 

спектре в виде двух пиков слабой интенсивности. 

Химические связи на поверхности покрытий ПЭО TiO2 были изучены 

методом РФЭС (рисунок 4.4). 

 

 

 
Рисунок 4.4 – Спектры РФЭС высокого разрешения покрытия ПЭО TiO2 и их 

аппроксимация 
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Согласно анализу спектров РФЭС, концентрация элементов на 

поверхности: Ti – 7,0 ат.%, O – 54,9 ат.%, C – 20,0 ат.%, Ca – 8,9 ат.%, P – 7,0 

ат.%, Na – 2,2 ат.%. Отношение Ca/P, определенное из данных РФЭС, было 

составляла 1,3, что подтвердило результаты ЭДС (Ca/P = 1,27). Характерные 

спектры РФЭС высокого разрешения O1s, Ti2p, Ca2p и P2p представлены на 

рисунке 4.4. Все спектры были аппроксимированы с использованием одного 

компонента. Дублет Ti2p находился в положениях 458,65 и 464,30 эВ. Спектр 

O1s обладал единственным максимумом на 530,5 эВ. Эти значения совпали со 

справочными данными для фаз анатаза (458,6 эВ) и рутила (458,5 эВ) 

[254,255]. Разброс значений энергии связи Ti-O в фазе TiO2 может составлять 

до 0,2 эВ [255]. Пик на спектре O1s относится к кислороду в кристаллической 

решетке TiO2 [256]. Спектр Ca2p имеет две спин-орбитальные компоненты 

при 347 и 350,7 эВ, которые были соотнесены с соединением Ca3(PO4)2 [257]. 

Кривая P2p имела симметричный одиночный максимум при 133,2 эВ, который 

принадлежал одной из разновидностей фосфата PO4
3– [256]. 

Результаты исследований показали, что: 

а) биоактивные элементы Ca и Р, распределены равномерно по 

поверхности покрытий и имеют соотношение Ca/P = 1,3; 

б) фазовый состав ПЭО TiO2 покрытий представляет собой смесь анатаза 

и рутила с преобладанием анатаза; 

в) на поверхности ПЭО TiO2 присутствовали химические связи 

характерные для Ca3(PO4)2. 

 

4.3. Исследование биоактивности покрытия 

 

Целью данного раздела было исследование способности ПЭО TiO2 

покрытия образовывать Ca,P-фазу при погружении в SBF. 

Покрытия ПЭО TiO2 выдерживали в SBF в течение 28 дней, в процессе 

выдеркжи состояние поверхности оценивали методом РЭМ и ЭДС через 7 и 

28 дней (рисунок 4.5). 
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(а) 

 
(б)     (в) 

Рисунок 4.5 – (а,б) Изображения РЭМ и (в) соответствующие спектры ЭДС 

образца ПЭО TiO2 после выдержки в SBF в течение (а) 7 и (б) 28 дней 

 

После 7 и 28 дней вся поверхность образца была усеяна иглоподобными 

выделениями кальций-фосфатной фазы (по данным ЭДС) длиной до 100 нм и 

шириной порядка 15 нм (рисунок 4.5а,б). Агломераты наночастиц также были 

обнаружены внутри пор. Контрольный образец Ti был лишен выделений 

кальций-фосфатной фазы, что свидетельствует об образовании кристаллов 

CaP-фазы непосредственно на поверхности покрытий ПЭО TiO2, а не их 

выпадении из SBF в качестве осадка. Структура образцов после 

экспериментов в SBF была исследована методами РФА и спектроскопии КР 

(рисунок 4.6). 
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(а)      (б) 

Рисунок 4.6 – (а) Дифркатограмма и (б) спектр комбинационного рассеяния 

покрытия ПЭО TiO2, нанесенного на подложку из α-Ti 

 

Анализ дифрактограммы покрытия ПЭО TiO2 (рисунке 4.6а) до и после 

выдержки в SBF в течение 28 дней позволил обнаружить, что (а) TiO2 (анатаз) 

являлся основной фазой в покрытии, (б) наблюдались пики, принадлежащие 

фазе TiO2 (рутил), и (в) присутствали пики, принадлежащие фазе CaxPyOz. 

Спектр КР образца ПЭО TiO2 после модельных экспериментов в SBF и 

спектр ГА представлены на рисунке 4.6б. Положения пиков на спектре 

покрытия совпадают с положениями пиков на спектре ГА и относятся к 

фосфатным группам PO4
3–. Спектр ГА в диапазоне 200–1000 см–1 имеет три 

характерных пика, обусловленных ν1 симметричной продольной P-O (P-O), а 

также двойной (ν2) и трехкратной (ν4) поперечными (O-P-O) модами [258]. 

Обнаружены следующие характерные особенности спектра покрытия ПЭО 

TiO2, свидетельствующие об образовании ГА: (а) интенсивный и узкий пик 

при 960 см-1 и (б) высокочастотный промежуток между пиками ν2 и ν4. Спектр 

КР покрытия ПЭО TiO2 также имел пики при 315, 585 и 960 см-1, которые 

совпали с аналогичными максимумами на эталонном спектре ГА. Однако, 

полоса 485 см-1 смещена на 45 см-1 в сторону более высоких частот по 

сравнению с сигналом ν3 ГА, а ширина зазора между пиками ν3 и ν4 
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уменьшилась с 145 до 100 см-1. Для β-трикальцийфосфата (β-ТКФ) это 

значение составляет всего 55 см-1 [259].  

Результаты исследований позволили установить следующее: 

(а) фаза CaP на поверхности ПЭО TiO2 после выдержки в SBF по своей 

кристалличности и ионному составу близка к нанокристаллам апатита.  

(б) покрытие ПЭО TiO2 является биоактивным, так как способствует 

формированию на своей поверхности CaP-фазы. 

 

4.4. Создание НЧ Ag и Pt на поверхности ПЭО TiO2 покрытий 

 

Металлы Ag и Pt были введены в ПЭО TiO2 методом ионной 

имплантации. Результат ионной имплантации представлен на рисунке 4.7. 

 

 
(а)      (б) 

Рисунок 4.7 – Изображения РЭМ покрытий ПЭО TiO2 после имплантации 

ионов (а) Ag и (б) Pt 

 

Рисунок 4.7 демонстрирует изображения РЭМ (вид сверху) после 

обработки поверхности ионами Ag и Pt. Имплантация Ag привела к 

образованию НЧ Ag размером 3–6 нм (рисунок 4.7а), которые равномерно 

покрывали поверхность образца, а также присутствовали внутри пор. 

Расстояние между НЧ превышало их размер в 8-10 раз. Имплантации ионов Pt 

привела к образованию крупных НЧ Pt диаметром 10–20 нм (рисунок 4.7б 

(область 1)) и маленьких НЧ с размером менее 5 нм (рисунок 4.7б (область 2)). 
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Распределение НЧ на поверхности образца было менее однородным, чем для 

ПЭО-TiO2/Ag покрытия. Основное количество НЧ Pt находилось на выступах 

покрытия (рисунок 4.7б). НЧ на поверхности ПЭО-TiO2 были исследованы 

методом РФЭС и электронной ожэ спектроскопии (рисунок 4.8). 

 

 

 
 

 
Рисунок 4.8 – Спектры (а,в,д) РФЭС высокого разрешения (д) ПЭО-TiO2/Pt и  

(а,в) ПЭО-TiO2/Ag покрытий с аппроксимацией и (б,г) спектры электронной 

оже-спектроскопии (а,б) до и (в,г) после травления поверхности 
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Пики РФЭС спектра Pt4f имели асимметричную форму и находились в 

положениях 71,1 и 74,5 эВ, что типично для металлической Pt (рисунок 4.8д). 

Спектры Ag3d были изучены до (рисунок 4.8а) и после травления ионами Ar+ 

при 2 кВ в течение 2 мин (рисунок 4.8в). Образец без ионного травления имел 

в спектре Ag3d почти симметричный дублет с положениями пиков при 368,1 

и 374,3 эВ. Положения пиков РФЭС для оксида и металла близки (368,1±0,1 

(Ag), 367,7±0,1 (Ag2O) и 367,3±0,1 (AgO)) [261], однако форма пика Ag3d5/2 

свидетельствует об окисленном состоянии НЧ Ag. Травление ионами Ar+ 

привело к уширению пиков спектра Ag3d, нарушению их симметричности и 

смещению в сторону более низких значений ЭС (367,9 и 374 эВ), что типично 

для металлического Ag. 

Оже-спектры покрытия ПЭО-TiO2/Ag до и после травления ионами Ar+ 

представлены на рисунке 4.8б,г. Оже параметр ⍺′ (ОП) был рассчитан с 

использованием следующего уравнения:  

ОП = ЭСРФЭС + hν - E,         (4.1) 

где ЭСРФЭС – энергия связи, E – наблюдаемая энергия связи оже-

электронов, hν – энергия фонона, используемого для РФЭС.  

Значения ОП до (724,8 эВ) и после травления Ar+ (726,0 эВ) позволили 

подтвердить окисленное и металлическое состояние НЧ Ag, соответственно 

[260]. 

 

4.5. Выход ионов 

 

Целью данного раздела являлось изучение кинетики выхода ионов Ca, 

P, Ag и Pt. Выход ионов исследовали в течение 72 часов, измеряя 

концентрацию ионов в растворе через 3, 12, 24, 48 и 72 часа (рисунок 4.9) 

выдержки образцов. 
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(а)      (б) 

 
(в)      (г) 

Рисунок 4.9 – Концентрации ионов (а) Ti, (б) Ca, (в) P и (в) Pt,Ag, выходящих 

в ФР с течением времени 

 

На рисунке 4.9 показана зависимость содержания ионов Ti, Ca, P, Pt и 

Ag от времени. Для образца TiO2 концентрация ионов Ti быстро 

увеличивалась до 1,4 млн-1 в течение 3 часов, достигала значения 1,85 млн-1 

через 12 часов и далее оставалась постоянной в диапазоне 1,75–1,9 млн-1 

(рисунок 4.9а). Концентрация ионов Ti для образца ПЭО-TiO2/Pt быстро 

увеличивалась до 0,35 млн-1 в первые 3 часа, затем высвобождение 

замедлилось и прекратилось на уровне 0,6–0,7 млн-1 через 12 часов. Покрытие 

ПЭО-TiO2/Ag обеспечило концентрацию 0,35 млн-1 ионов Ti в первые 3 часа, 

которая затем достигла значений 1,2 млн-1 после 48 часов и высвобождение 

прекратилось. Кинетика высвобождения Сa для всех покрытий была похожей. 
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Ca быстро растворялся в ФР, и через 3 часа его концентрация достигла 250 

млн-1 (рисунок 4.9б), затем происходило медленное увеличение содержания 

ионов Са до значений 600–700 млн-1 через 48 часов. Среднее количество ионов 

P постепенно увеличивалось с 45–80 млн-1 (3 часа) до 285– млн-1 (72 часа) для 

всех покрытий (рисунок 4.9в). Концентрация ионов благородных металлов 

быстро увеличивалась до 0,05 млн-1 (Pt) и 0,4 млн-1 (Ag) в течение 3 часов, 

затем выход ионов замедлился и через 72 часа их концентрация не превышала 

0,13 млн-1 (Pt) и 0,5 млн-1 (Ag) (рисунок 4.9г) 

Обобщая результаты исследований, можно сделать вывод, что:  

а) быстрое высвобождение ионов происходило в первые 3 часа, затем 

замедлялось, а после 24 часов прекращалось;  

б) присутствие НЧ замедляет выход ионов Ti; 

в) концентрация P увеличивается непрерывно; 

д) концентрация ионов Pt очень низкая и не превышает 1,3 млн-1. 

 

4.6. Генерация АФК 

 

 Целью данного раздела было изучение влияния НЧ Ag и Pt на 

количество генерируемых TiO2 покрытиями АФК. 

 Концентрацию АФК измеряли после воздействия УФ и видимого света 

в течение 1 часа, а также после выдержки образцов в темноте (рисунок 4.10). 

Площадь поверхности образцов, использованных в тестах генерации АФК, 

составляла 10,5×108 мкм2. 
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(а)       (б) 

  
(в) 

Рисунок 4.10 – Концентрация АФК, образующихся в ФР после воздействия 

(а) УФ-облучения (1 час), (б) солнечного света (1 час) и (в) темноты 

 

Гистограммы рисунка 4.10 показывают, что инкубация образцов после 

УФ облучения в течение 3 часов в ФР привела к образованию 1835–1980 

нмоль/см2
 АФК для всех образцов. Разница в концентрации АФК между 

образцами возрастает при увеличении времени выдержки. Максимальная 

концентрация АФК 2750 (ПЭО-TiO2), 3960 (ПЭО-TiO2/Pt) и 4565 нмоль/см2 

(ПЭО-TiO2/Ag) была достигнута через 24 часов выдержки (рисунок 4.8а). 

Присутствие НЧ Ag и Pt соответственно в 2 и 1,5 раза увеличило 

максимальную концентрацию АФК после воздействия УФ облучения.  

При облучении солнечным светом абсолютные концентрации АФК 

снизились для всех покрытий. Максимальные концентрации АФК были 

зафиксированы через 6 часов и составляли 1150 (ПЭО-TiO2), 1315 (ПЭО-

TiO2/Pt) и 2905 нмоль/см2 (ПЭО-TiO2/Ag). Покрытие ПЭО-TiO2/Ag 

генерировало в три раза больше АФК в сравнении с ПЭО-TiO2/Pt и ПЭО TiO2 
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(рисунок 4.10б). Через 6 часов концентрация АФК снижалась. Даже в темноте 

все образцы генерировали некоторое количество АФК с максимальной 

концентрацией через 12 ч (рисунок 4.10в) 360 (TiO2), 350 (ПЭО-TiO2/Pt) и 290 

нмоль/см2 (ПЭО-TiO2/Ag), которая была на порядок ниже чем после УФ 

воздействия. Количество АФК, генерируемых покрытиями TiCaPCON с НЧ в 

аналогичных условиях, было на три порядка ниже (глава 3). 

Результаты исследований позволили установить, что: 

а) все покрытия генерируют АФК под действием УФ излучения и 

солнечного света; 

б) НЧ Pt и Ag на поверхности TiO2 повышают количество генерируемых 

после УФ воздействия АФК в 1,5 и 2 раза, соответственно;  

в) покрытия с НЧ Ag эффективнее генерировали АФК, чем покрытия с 

НЧ Pt, особенно после воздействия солнечного света; 

 

4.7. Исследование влияния НЧ на гидрофильность покрытий 

 

Гидрофильность поверхности благоприятно сказывается на 

распластываннии и дифференцировке клеток остеобластов [261]. Одним из 

способов изучения гидрофильности является оценка краевого угла 

смачивания. Смачиваемость изучали, оценивая угол контакта лежащей капли 

с поверхностью через 1 час после получения покрытий. Измерения проводили 

с интервалом 0, 6 и 10 мин (таблица 4.2). 

 

Таблица 4.2. Контактный угол смачивания  

Образцы Угол контакта, o 

0 мин 5 мин 10 мин 

TiO2 87±2 60±2 30±2 

ПЭО-TiO2/Pt 99±2 77±2 39±2 

ПЭО-TiO2/Ag 98±2 77±2 41±2 

 

Покрытие ПЭО TiO2 без НЧ имело КУС около 87°, что говорит о слабых 

гидрофильных свойствах. Оба покрытия с НЧ на поверхности, показали 
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значения краевых углов 98–99°, что свидетельствует о гидрофобности их 

поверхностей. Длительное нахождение капель на поверхности образца 

привело к их растеканию с течением времени. Угол смачивания уменьшался 

до 77° через 5 мин и до 39–41° через 10 мин. Растекание капель воды связано 

с проникновением жидкости в поры покрытия.  

 

4.8. Исследование влияния НЧ на биоактивность покрытий in vitro 

 

Целью данного раздела было исследование влияния НЧ на 

биоактивность исходных ПЭО TiO2 покрытий in vitro. 

Модельные эксперименты на биоактивность были проведены в SBF в 

течение 28 дней для покрытий ПЭО TiO2/Pt и ПЭО TiO2/Ag (рисунок 4.11)  

 

 
(а)       (б) 

Рисунок 4.11 – Изображения РЭМ образцов (а) TiO2/Pt и (а) TiO2/Ag после 

выдержки в SBF в течение 28 дней 

 

Поверхность исходного образца ПЭО TiO2 была покрыта игловидными 

выделениями CaP-фазы (раздел 4.3). В случае образцов с НЧ Pt и Ag на 

поверхности наблюдались скопления наночастиц на основе CaP (стрелки на 

рисунке 4.5а,б). ЭДС анализ показал, что соотношение Са/Р в агломератах 

ниже 1,67. Это свидетельствует о том, что они являются фазой-

предшественником ГА. Поверхность контроля (Ti) была лишена этих 

выделений. 

 1 мкм 
100 нм 

10 мкм 
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ГЛАВА 5. Разработка покрытий в системе BOx/TiCaPCON-B 

 

Биосовместимость покрытий TiCaPCON клинически доказана и 

сочетается с превосходными механическими свойствами. Эти покрытия 

наносятся магнетронным распылением СВС мишени, что позволяет вводить в 

рамках одного технологического цикла большое количество элементов. 

Однако, перечень биосовместимых компонентов в покрытии можно 

расширить за счет распыления дополнительной мишени. Показано (глава 1), 

что бор (B) является перспективным элементом, способным улучшить 

биосовместимость и биоактивность материала. Ряд соединений бора, 

например, борная кислота, обладают бактерицидными свойствам. Известен 

подход, основанный на присоединение к поверхности антибиотиков за счет их 

химического или механического связывания с поверхностью. Однако, 

применение антибиотиков связано с рядом недостатков, которые были 

описаны в литературном обзоре (глава 1). Нанесение растворимого В-

содержащего соединения на поверхность имплантата может также обеспечить 

антибактериальные свойства. Целью настоящего раздела являлось изучение 

влияния бора на микроструктуру покрытий на основе TiCaPCON и осаждение 

верхнего антибактериального слоя на основе BOx. 

В работе использовалось два подхода: бор в покрытие TiCaPCON 

вводили путем магнетронного распыления дополнительной мишени TiB2, а 

антибактериальный слой на основе BOx создавали методом ионного 

распылением мишени B2O3 

 

5.1. Исследование влияния бора на состав и структуру покрытий 

 

Целью настоящего раздела являлось изучение влияния тока на 

магнетроне на концентрацию B, структуру и фазовый состав покрытий 

TiCaPCON. 
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Распределение элементов по глубине, толщина и атомный состав 

покрытий были определены методом ОЭСТР (рисунок 5.1 и таблица 5.1). 

 

 
Рисунок 5.1 - Профили распределения элементов по толщине покрытия 

TiCaPCON–11% B 

 

Таблица 5.1. Элементный состав TiCaPCON-B покрытий 

Ток на магнетроне 

(мишень TiB2), А 

Концентрация, ат,% 

Ti N C O Ca P B 

1,0 36,0 28,6 21,2 5,3 1,1 0,4 8,4 

1,2 40,0 24,4 19,1 2,1 1,2 0,5 10,7 

1,4 32,3 32,3 15,1 4,0 0,8 0,5 15,0 

 

Концентрационные профили элементов показали, что все элементы 

равномерно распределены по всей глубине покрытия TiCaPCON-B толщиной 

1 мкм. Увеличение тока магнетрона с мишенью TiB2 с 1 до 1,2 и 1,4 А приводит 

к возрастанию концентрации B с 8,0 до 11,0 и 15,0 ат.%. Также наблюдается 

увеличение содержания N и уменьшение С. Интенсивное распыление мишени 

TiB2 при 1,4 А приводит к снижению содержания Сa в слое в два раза с 1,6 до 

0,8 ат.%. 

Структуру и толщину покрытий изучали методом РЭМ (рисунок 5.2). 

Толщина покрытия, мкм 
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(а)    (б)    (в) 

Рисунок 5.2 – Изображения РЭМ поперечного сечения покрытий TiCaPCON-

B с 8 (а), (б) 11 и (в) 15 ат.% B 

 

Толщина покрытий согласно рисунку 5.2 составляла 0,85–1,12 мкм, что 

согласуется с данными ОЭСТР. Увеличение толщины покрытия связано с 

увеличением мощности распыления мишени TiB2 и, соответственно, скорости 

осаждения покрытий. Морфология покрытий состоит из зерен размером не 

более 20 нм (рисунок 5.2в (вставка)). Переходный слой 100 нм на границе 

раздела покрытие/подложка образовался в процессе ионной имплантации, 

проводимой в первые минуты магнетронного осаждения. Структура покрытий 

не зависела от концентрации B. 

Исходное покрытие TiCaPCON содержало элементы Ti – 43,3, Ca – 1,6, 

C – 31,5, O – 8,2, N – 15,4 ат.%. Основной структурной составляющей была 

фаза Ti(C,N), окруженная аморфной матрицей (глава 3, раздел 3.2). 

Возможность образования новых В-содержащих фаз предварительно 

оценивалась на основе анализа фазовой диаграммы системы Ti-B-N, исходя из 

допущения, что атомы С могут замещать атомы N в неметаллической 

подрешетке Ti(C,N). Исходя из элементного состава покрытий таблицы 5.1., 

было определено положение покрытий на фазовой диаграмме Ti-B-N(C) 

(рисунок 5.3). 

 

100 нм 

50 нм 

100 нм 100 нм 

50 нм 
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Рисунок 5.3 – Изотермический разрез системы Ti–B–N при 1273 К [262] 

 

Анализ изотермического разреза системы Ti–B–N позволил установить, 

что составы покрытий с высокой вероятностью находятся в областях 

TiB2+TiN+BN (покрытия 2 и 3) и TiN+BN+N (покрытие 1) (рисунок 5.3). Это 

может свидетельствовать о наличии различий в фазовом составе покрытий с 8 

ат. % и покрытий с 11 и 15 ат. % В.  

Согласно элементному составу, приведенному в таблице 5.1, покрытия 

имеют избыток углерода, необходимого для образования фазы Ti(C,N). Было 

выдвинуто предположение, что этот избыток углерода выделяется в виде 

аморфной фазы. Фазовый состав покрытий TiCaPCON экспериментально был 

изучен методом РФА рисунок 5.4.  

 

1 
2 

3 
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Рисунок 5.4 – Дифрактограммы покрытий TiCaPCON-B с содержанием 8 

ат.% (зеленые), 11 ат.% (синие) и 15 ат.% (красные) B 

 

Дифрактограммы покрытий TiCaPCON-B с 8, 11 и 15 ат.% B, 

полученные методом РФА, представлены на рисунке 5.4. Широкие 

максимумы в диапазоне 33–37° 2θ были разложены на два дублета, которые 

отнесли к фазам Ti(C,N) и TiB2 (вставка). Соотношение интенсивностей пиков 

TiB2/Ti(C,N) увеличивалось с 2 (8 ат.% B) до 2,35 (11 ат.%) и 2,75 (15 ат.%) с 

увеличением концентрации B в покрытиях. Острый пик при 33°2θ являлся 

сигналом от подложки Si, а широкие максимумы низкой интенсивности, 

расположенные между 10 и 20° 2θ, были отнесены к фазе BN (JCPDS №18–

0251). Структура покрытий была дополнительно изучена методом ПЭМ и 

ПЭМВР (рисунок 5.5).  
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(а)     (б) 

 
(в)     (г) 

Рисунок 5.5 – Изображение (а,б) темнопольной ПЭМ и (в,д) ПЭМВР и 

электронограмма (вставка)покрытия TiCaPCON-11% B 

 

На рисунке 5.5 приведены изображения, полученные методом 

темнопольной ПЭМ и ПЭМВР. Размер зерен фазы Ti(C,N) в покрытиях 

TiCaPCON-B составляет 2-6 нм (рисунок 5.5а). Дифракция электронов с 

выбранной области продемонстрировала наличие отражений от плоскостей 

(111), (200) и (220), характерных для фазы ГЦК Ti(C,N). Нанокристаллические 

зерна Ti(C,N) окружены аморфной матрицей (рисунок 5.5б). На ряде 

изображений наблюдается полосчатый контраст с шагом 0,25-0,26 нм 

(рисунок 5.5в,г), который совпадает с межплоскостным расстоянием фазы 

TiB2, хотя эта фаза не была обнаружена на элеткронограмме. На границах 

зерен TiB2 обнаружено большое количество дислокаций. 
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Результаты исследования позволяют утверждать: 

а) введение B привело к образованию новых фаз TiB2, BN;  

г) введение B привело к измельчению исходной структуры покрытия и 

уменьшению зерен Ti(C,N) фазы в три раза с 6-15 нм до 2-6  нм. 

 

5.2. Исследование влияния B на химическое состояние поверхности  

 

Поверхность покрытий была исследована методами спектроскопии КР и 

ИК-Фурье (рисунок 5.6). 

 

 
(а)       (б) 

Рисунок 5.6 – Спектры (а) КР и (б) ИК-Фурье покрытий TiCaPCON-B с (1) 8 

ат.%, (2) 11 ат.% B, (3) 15 ат.% B и образцов сравнения 

  

Отметим следующие особенности спектров КР (рисунок 5.6а):  

(а) сильный пик около 190 см-1, который можно отнести к моде Eg фазы 

анатаза TiO2 [263];  

(б) широкий пик в диапазоне 320–380 см-1, являющийся следствием 

наложения пиков LA от TiN (315 см-1) и TiC (386 см-1);  

(в) широкий максимум при 570 см-1, который является результатом 

наложения TO моды TiN (550 см-1) и TiC (595 см-1), а также 2A- акустической 
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(TiN) и LO-оптической (TiC) моды второго порядка, расположенных 

примерно при 450 и 675 см-1 [264];  

(г) два широких пика при 1370 и 1580 см-1, которые можно отнести к 

фазе TiB2 [265,266].  

Максимумы в положениях 1370 и 1580 см-1 также могут соответствовать 

графиту. Однако, покрытие TiCaPCON-11% B имело максимальную 

интенсивностью сигнала в диапазоне 1250–1600 см–1 при минимальном 

содержании углерода (таблица 5.1). Это свидетельствует о том, что пики 1250–

1600 см–1 связаны с присутствием именно фазы TiB2.  

На рисунке 5.6б приведены ИК-спектры образцов сравнения TiO2, TiC, 

B2O3 и ГА, а также покрытий TiCaPCON-B. ИК спектры покрытий сильно не 

различались. Острый интенсивный пик при 430–500 см–1 принадлежал фазе 

Ti(C,N). Характерной особенностью всех спектров являлась широкая полоса 

поглощения в диапазоне 550–1050 см–1. Это может быть следствием 

наложения сигналов от кислородсодержащих соединений на окисленной 

поверхности (связи Ti-O и Ti-O-Ti в решетке TiO2; B-O-B изгибающие и B-O 

растягивающие колебания в боратных соединениях) [267-270]. Пик при 1035 

см-1 характерен для групп PO4
3-, хотя его также можно отнести к C-O группам. 

Спектр поглощения B2O3 имеет характерный сигнал в районе 1250 см-1, 

связанный с B-O растягивающими колебаниями в BOx соединениях [267]. 

Аналогичный сигнал был обнаружен на всех спектрах TiCaPCON-B покрытий. 

Широкие пики при 1700 и 1500 см-1 отнесли к группам карбонила (C=O) и 

связям Ca-OH, соответственно, а полосы поглощения выше 3500 см-1, 

свидетельствовали о присутствии молекулярной воды на поверхности 

образцов. Поверхность некоторых покрытий была дополнительно изучена 

методом РФЭС (рисунок 5.7). 
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(а)      (б) 

 

(в)      (г) 

Рисунок 5.7 – Спектры РФЭС (а,в) Ti2p и (в,г) B1s и их аппроксимация для 

покрытий (а) TiCaPCON, (б) TiCaPCON-8% B, (в, г) TiCaPCON-11% B 

 

Характерные спектры РФЭС Ti2p и B1s покрытий TiCaPCON, 

TiCaPCON-8% B и TiCaPCON-11% B представлены на рисунке 5.7. Эти 

покрытия были выбраны из-за оптимального содержания Ca. Спектры Ti2p 

были разложены на четыре компонента: TiC (TiC/TiB2 в случае образцов, 

легированных B), TiN, Ti2O3 и TiO2 [268,271]. Спектры B1s были разложены 

на три компонента: TiB2, BNxOy и BN [269,270].  

Методом РФЭС определены концентрации элементов на поверхности 

покрытий (таблица 5.2), и процентное содержание соединений на основе Ti и 

B с их энергиями связи (ЭС) (таблицы 5.3 и 5.4).  
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Таблица 5.2. Атомная концентрация элементов (РФЭС) 

Образец Концентрация, ат.% 

[Ti] [Ca] [C] [O] [N] [B] 

TiCaPCON 12,3 1,5 48,2 29,0 9,1 0,0 

TiCaPCON-8%B 12,3 1,2 43,9 28,6 8,5 5,5 

TiCaPCON-11%B 10,5 1,0 38,6 24,3 10,0 15,6 

 

Таблица 5.3. Процентное соотношение Ti-содержащих фаз 

Образец Энергия связи, эВ 

458.6±0.1  457.2±0.1  455.9±0.1 455.0±0.1 

Ti связи, % 

TiO2 Ti2O3 TiN TiC/TiB2 

TiCaPCON 48.2 17.4 14.8 19.6 

TiCaPCON-8%B 49.0 10.8 20.4 18.8 

TiCaPCON-11%B 47.0 19.0 5.2 28.6 

 

Таблица 5.4. Процентное соотношение B-содержащих фаз 

Образец Энергия связи, эВ 

194.1  192.9  192 ±0.2 190.2±0.2 188.1±0.2 

B связи, % 

B2O3 BOx BNxOy BN TiB2 

TiCaPCON-8%B 0.0 0.0 32.0 52.0 16.0 

TiCaPCON-11%B 0.0 0.0 25.0 51.0 24.0 

 

Результаты РФЭС подтвердили наличие в покрытиях TiCaPCON-B фазы 

BN и фазы TiB2, количество которой зависит от концентрации B, что 

подтверждает данные РФА (раздел 5.1). Кроме окисленного состояния титана 

(TiO2 и Ti2O3) на поверхности была обнаружены фаза BNxOy, что подтверждает 

данные ИК-Фурье спектроскопии (рисунок 5.6б). Увеличение концентрации B 

привело к увеличению количества фазы TiB2,  

 

5.3. Исследования влияния B на свойства покрытий 

 

Целью данного раздела являлось исследование смачиваемости и 

электрохимических свойств покрытий TiCaPCON-B. 
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Было изучено коррозионное поведение TiCaPCON-В в ФР и определен 

краевой угол смачивания покрытий (рисунок 5.8 и таблица 5.5) 

 
Рисунок 5.8 – Стандартные АПП кривые покрытий. 1 - TiCaPCON, 2 - 

TiCaPCON-8% B, 3 - TiCaPCON-11% B, 4 - TiCaPCON-15% B 

 

Таблица 5.5. Электрохимические характеристики и смачиваемость покрытий 

Образец Потенциал 

коррозии, В 

Плотность 

тока, мА /см2 

Контактный угол, о. 

1 ч 24 ч 

TiCaPCON 0.25 0.01 - - 

TiCaPCON-8%B 0.23 0.01 42±1 72±4 

TiCaPCON-11%B 0.23 0.03 51±4 71±2 

TiCaPCON-15%B 0.24 0.03 56±4 73±3 

 

Краевой угол смачивания был измерен через 1 и 24 часа после нанесения 

покрытий. Измерения показали, что все поверхности являлись 

гидрофильными со значениями краевого угла от 42 до 56°. Выдержка образцов 

на воздухе в течение 1 суток привела к увеличению контактного угла 

смачивания до 71-73°, но гидрофильные свойства сохранились. 

Введение бора не привело к изменению потенциала свободной коррозии 

покрытий TiCaPCON. Стабильно низкие значения потенциала коррозии при 

любой концентрации B указывали на формирование качественной пассивной 

пленки. Начальные участки (ниже 0,5 В) анодных поляризационных кривых 

(рисунок 5.8б) позволили оценить поведение покрытий в биологической среде 
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(жидкости организма). При низких значениях потенциала коррозии все 

покрытия находились в стабильном пассивном состоянии. Характерный для 

покрытия TiCaPCON без B пик при 1 В связан с процессами растворения Ti и 

образования защитной оксидной пленки. В случае покрытий TiCaPCON-B пик 

активации был менее заметным из-за увеличения плотности анодного тока 

(ПАТ). Наличие качественных пассивных пленок на поверхности образцов 

подтверждается ходом обратных кривых, лежащих ниже исходных анодных 

поляризационных кривых. Разрушение покрытий произошло только при 

потенциале выше 2,5 В. Увеличение содержания B привело к возрастанию 

ПАТ, что можно объяснить увеличением количества менее устойчивой к 

окислению TiB2 фазы и уменьшением доли фазы Ti(C,N). 

  

5.4. Изучение кинетики выхода бора 

  

Кинетика выхода B была изучена методом МС-ИПС в течение 7 суток 

(рисунок 5.9). 

 

 
Рисунок 5.9 – Результаты МС-ИСП о количестве вышедших в ФР ионов B из 

покрытий (1) TiCaPCON, (2) TiCaPCON-8% B, (3) TiCaPCON-11% B, (4) 

TiCaPCON-15% B 

 

Рисунок 5.9 демонстрирует, что все образцы можно разделить на две 

группы по кинетике высвобождения B: с медленными и высокими скоростями 
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высвобождения. В течении первых часов содержание бора в растворе линейно 

увеличивалось от времени, затем выход ионов B значительно замедлился и 

прекратился только через 4 (образцы с 11 и 15 ат.% B) и 7 дней (8 ат.% B). За 

первый день высвободилось примерно 55 и 85 млрд-1 ионов B, а через 3 дня 

концентрация ионов B достигла 90 и 150 млрд-1 для образцов с низким (8 ат.%) 

и высоким (11 и 15 ат.%) содержанием B, соответственно. Таким образом, 

более быстрое высвобождение и наивысшую концентрацию B обеспечивали 

образцы c 11 и 15 ат.% B.  

Критерием любого материала имплантатов является отсутствие 

токсичности, поэтому выделение ионов должно отвечать критериям 

безопасности. Уровень безопасной концентрации бора в питьевой воде 

установлен 40–150 млн-1, что гораздо выше высвобождаемого покрытиями 

количества [272]. По литературным данным относительно низкая 

концентрация B (по разным данным, <100 млрд-1 [273] или <8 млн-1 [274])) 

может быть благоприятна для пролиферации и экспрессии генов остеобластов. 

 

5.5. Создание антибактериального слоя на BOx 

 

Целью данного раздела было создание на поверхности TiCaPCON-B 

покрытий дополнительного антибактериального слоя. 

Оптимальным покрытием для модернизации был выбран образец 

TiCaPCON-11% B, так как он имел высокий уровень высвобождения ионов B 

и сохранил исходную концентрацию Ca (в отличии от покрытия TiCaPCON-

15% B). Верхний слой на основе BOx был создан ионным распылением 

мишени B2O3. В результате были получены двухслойные покрытия 

BOx/TiCaPCON–11% B (рисунок 5.10). 
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Рисунок 5.10 – Изображения РЭМ поперечного сечения покрытий 

BOх./TiCaPCON-11ат.% B (вставка – после выдержки на воздухе) 

 

На Рисунке 5.10 показана микроструктура двухслойного покрытия 

BOх./TiCaPCON-11ат.% с дополнительной вставкой, демонстрирующей его 

состояние после выдержки (хранении) на воздухе. Толщина слоя BOx в 

покрытиях BOx/TiCaPCON–11% B по данным РЭМ составила примерно 100–

120 нм. Длительная выдержка на воздухе приводила к превращению слоя BOx 

в отдельные агломераты (рисунок 5.11в) и частичному испарению.  

Процентное содержание различных В-содержащих фаз на поверхности 

двухслойного покрытия BOx/TiCaPCON–11% B было определено методом 

РФЭС (рисунок 5.11). Результаты анализа приведены на показаны на рисунке 

5.11 и в таблице 5.6. 

 

Таблица 5.6. Процентное соотношение B-содержащих фаз в слое BOx 

Образец Энергия связи, эВ 

194.1  192.9  192 ±0.2 190.2±0.2 188.1±0.2 

B связи, % 

B2O3 BOx BNxOy BN TiB2 

B2O3/TiCaPCON-11%B 57.0 43.0 0.0 0.0 0.0 

 

100 нм 

B2O3 

100 нм 

B2O3 
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(в) 

Рисунок 5.11 – Спектр РФЭС B1s и его аппроксимация для 

двухслойного покрытия BOx/TiCaPCON-11% B 

 

Спектр РФЭС B1s поверхностно-модифицированного образца (рисунок 

5.11) показал, что распыление мишени B2O3 привело к полному покрытию 

поверхности образца оксидом бора. Примерно 57% составлял 

стехиометрический оксид бора (B2O3), остальная часть находилась в форме 

субоксида бора (BOx). 

  

 

 

И
н

те
н

си
в
н

о
ст

ь
, 
о
.е

. 

Энергия связи, эВ 

 



135 
 

ГЛАВА 6. Биологические испытания 

 

 Биологические испытания покрытий были проведены для определения 

их антибактериальной активности, биосовместимости и биоактивности. 

Антибактериальные испытания имплантатов с покрытиями TiCaPCON-Ag,Zn, 

TiCaPCON-Pt,Fe, ПЭО TiO2/Ag,Pt и BOx/TiCaPCON-B были исследованы в 

Федеральном бюджетном учреждении науки «Государственный научный 

центр прикладной микробиологии и биотехнологии» (ФБУН ГНЦ ПМБ). 

Биосовметимость и биоактивность имплантатов с покрытиями TiCaPCON-

Ag,Zn, TiCaPCON-Pt,Fe, ПЭО TiO2/Ag,Pt и BOx/TiCaPCON-B была изучена в 

федеральном государственном бюджетном учреждении «Российский 

онкологический научный центр имени Н.Н. Блохина» (ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. 

Блохина). Акты испытаний покрытий приведены в приложении А. В данной 

главе изложены методики и основные результаты испытаний. 

 

6.1. Исследование антибактериальный свойств покрытий 

6.1.1 Методика исследования антибактериальных свойств 

 

Антибактериальную активность покрытий оценивали путем подсчета 

количества колониеобразующих единиц (КОЕ) бактерий с использованием 

антибиотикоустойчивых клинически изолированных грамотрицательных 

штаммов E.coli K-261 и U20, а также грамположительных S.aureus ATCC 

25923, 839 и 224/228  (коллекция Государственного научного центра 

прикладной микробиологии и биотехнологии). Штаммы бактерий 

культивировали на твердом питательном агаре Мюллера-Хинтона (HiMedia, 

Индия) или в жидком питательном бульоне (Государственный научный центр 

прикладной микробиологии и биотехнологии, Оболенск, Россия). Все 

покрытия стерилизовали УФ-излучением с расстояния 150 мм в течение 30 

или 60 мин и поверхностью с  НЧ, обращенной вверх, помещали в стерильный 

12-луночного культурального планшета Corning® Costar® (Sigma-Aldrich) с 
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0,5 мл (или 1,96 мл) физиологического раствора (ФР). Одну лунку без образца 

и вторую лунку с базовым TiCaPCON или ПЭО TiO2 покрытием без 

модификаций использовали в качестве контроля. Все манипуляции с 

пластинами проводили в асептических условиях, исключающих их контакт 

друг с другом. Затем в каждую лунку добавляли 3 мл суспензии ночной 

культуры тестируемых штаммов  (104-106 КОЕ/мл), полученной в стерильном 

ФР (9 г/л NaCl) и инкубировали в термостате при 37°С. Аликвоты объемом 

0,04 мл отбирали для каждого образца после инкубации в течение 3 и 24 ч (E. 

coli) и 3, 8 и 24 ч (S. aureus). Эти бактериальные суспензии использовали для 

определения концентрации КОЕ. Содержимое каждой лунки титровали с 

использованием серийных 10-кратных разведений бактерий в 0,3 мл ФР. Затем 

по 0,01 мл из каждого разведения помещали в чашки Петри со средой агара 

Мюллера-Хинтона. Образцы 10 минут сушили в закрытой чашке при 

комнатной температуре, а затем инкубировали в термостате при 37oC в 

течение 24 часов и подсчитывали титр культуры. Значение pH бактериальной 

суспензии при проведении тестов составляло 7,2. Эксперименты были 

выполнены в трех экземплярах, а статистические расчеты проведены, 

применяя инструмент анализа данных Microsoft Office, Excel 2010 (Microsoft 

Corp.). 

Способность бактерицидных пленок ингибировать рост биопленок 

изучали с помощью модифицированного купонного метода [275]. Образцы 

инкубировали с бактериями при 37°C на 8 или 24 часа в жидком питательном 

бульоне. Далее их извлекали из раствора, дважды промывали 10 мл 

стерильного ФР, обрабатывали ультразвуком в 5 мл ФР с амплитудой 2 мкм в 

течение 2 мин на гомогенизаторе Soniprep 150 (MSE Ltd, Великобритания), а 

затем определяли концентрации КОЕ. Во всех экспериментах для каждого 

зонда проводилось по три измерения. Все данные были представлены как 

среднее ± стандартное отклонение. Статистическая значимость оценивалась 

вариационным анализом. 
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6.1.2. Результаты исследования антибактериальных свойств 

покрытий TiCaPCON-Ag,Zn и TiCaPCON-Pt,Fe 

6.1.2.1. Антибактериальные свойства покрытий TiCaPCON-Ag,Zn 

 

Антибактериальную активность образцов в отношении бактерий E. coli 

К-261 и S. aureus ATCC-25923 оценивали по количеству колониеобразующих 

единиц (КОЕ). Полученные результаты представлены на рисунке 6.1.  

 

 
(а) 

 
(б) 

Рисунок 6.1 – Антибактериальная активность покрытий против штаммов (а) 

E.coli К-261 и (б) S.aureus ATCC 25923. 1 - Контроль, 2 - TiCaPCON, 3 - 

TiCaPCON-Ag, 4 - TiCaPCON-AgZn, 5 - TiCaPCON-Zn 

 

Рисунок 6.1. демонстрирует, что покрытие с НЧ Ag показало 

выраженный антибактериальный эффект (95%) уже после 3 часа погружения 

в бактериальную культуру E. coli. Образцы с НЧ Zn и НЧ Ag+Zn уничтожали 

80% КОЕ штаммов E. Coli через 3 часа. Количество КОЕ E.coli после 24 часов 
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инкубации уменьшилось до нуля в присутствии всех образцов. По данным 

РФЭС оба типа НЧ находились в окисленном состоянии (глава 3). Различные 

механизмы или их комбинация, описанные в литературе (прямой контакт НЧ 

с клетками, высвобождение бактерицидных ионов и образование АФК), могли 

стать причиной гибели клеток E. coli и S. aureus (глава 1).  

Антибактериальные испытания против штаммов S. aureus важно 

проводить, учитывая их слабую выживаемость в течение 24 часов даже в 

присутствии нетоксичного контрольного образца [276,277]. По этой причине 

окончательный отбор аликвот в тестах против S. aureus проводили через 8 

часов инкубации. Антибактериальный эффект через 3 часа погружения в 

бактериальную суспензию S. aureus проявил только образец с НЧ Zn. Полная 

инактивация КОЕ S. aureus произошла через 8 часов инкубации в присутствии 

всех образцов. (рисунок 6.1б).  

Результаты испытаний показали, что: 

а) покрытия с НЧ Zn и Ag проявляют высокую антибактериальную 

активность против грамотрицательных штаммов E. coli K-261, и 

грамположительных штаммов S. aureus ATCC 25923.  

а) образец с Ag уничтожил 95% КОЕ E. coli при очень низкой 

концентрации ионов Ag (0,1 млрд-1) через 3 часа (глава 3). Покрытия с НЧ 

продемонстрировали антибактериальный эффект против E. coli и S. aureus при 

самой низкой концентрации ионов Ag из известных по литературе (Глава 1); 

б) погружение покрытие Zn-содержащего покрытия в бактериальные 

культуры E. coli и S. aureus на 3 часа привело к антибактериальному эффекту, 

при концентрации ионов Zn на два порядка выше (15 млрд-1), чем для Ag;  

в) из образца Ag+Zn выход ионов Ag и Zn через 3 часа был выше, но 

синергетического антибактериального эффекта не наблюдалось;  

в) действие ионов Ag+ было не единственным антибактериальным 

механизмом для покрытий с Ag, активные формы кислорода (АФК) также 

могли играть значительную роль в инактивации бактерий покрытиями.  
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6.1.2.2. Антибактериальные свойства покрытий TiCaPCON-Pt,Fe  

 

Антибактериальная активность покрытий была сначала исследована 

против чувствительных к антибиотикам штаммов E. coli U20 (рисунок 6.2), 

после проведен дополнительный эксперимент сразу после осаждения 

покрытий (рисунок 6.2б) и изучено формирование биопленки (рисунок 6.2в). 

 

 
 (а)       (б) 

 
(в) 

Рисунок 6.2 – Антибактериальная активность покрытий против (1 – Fe, 2 – Pt, 

3 – Pt+Fe, 4 – Ptот+Fe, 5 – Feот, 6 – Ptот, 7 – (Pt+Fe)от, 8 – контроль) (а,б) 

штаммов E. coli U20 и (в) образования биопленок на поверхности образцов 

 

Образцы Fe, Pt, Pt +Fe, Ptот+Fe и Feот полностью уничтожали клетки 

через 24 часа, а Ptот и (Pt+Fe)от инактивировали 97-98% бактериальных клеток. 

Покрытия Fe, Pt и (Pt+Fe) снижали значения КОЕ/мл на 2–3 порядка уже через 

8 часов инкубации. Дополнительный независимый антибактериальный тест 

проводили с недавно нанесенными покрытиями Ptот, (Pt+Fe)от, Feот, Pt и Pt+Fe 

(рисунок 6.2б). Результаты обеих тестов согласовывались: все исследуемые 

образцы снизили значения КОЕ/мл на три-четыре порядка уже через 8 часов. 
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Согласно литературе бактерии предпочитают колонизировать твердый 

субстрат (биопленку), а не жить в планктонном состоянии [278]. Купонным 

методом была оценена вероятность образования биопленок (рисунок 6.2б). 

Полученные результаты показывают, что на поверхностях с НЧ биопленка 

отсутствовала, а на покрытии TiCaPCON образовалась (рисунок 6.2в).  

Результаты антибактериального теста против штаммов E.coli K261, S. 

aureus 839 и их биопленок представлены на рисунке 6.3. 

 

 
(а)      (б) 

 
    (в)      (г) 

Рисунок 6.3 – Антибактериальная активность покрытий против (1 – Fe, 2 – Pt, 

3 – Pt+Fe, 4 – Ptот+Fe, 5 – Feот, 6 – Ptот, 7 – (Pt+Fe)от, 8 – контроль) штаммов (а) 

E. coli K261, (в) S. aureus №839 и (б,г) образование биопленок на поверхности 

 

Образцы Fe и Ptот+Fe показали 91 и 80% антибактериальный эффект 

против E. coli K261 через 8 и 24 часов, соответственно. Плотность КОЕ на 

поверхности покрытий Pt, Pt+Fe, Feот и (Pt+Fe)от также снизилась по 
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сравнению с контролем (рисунок 6.3а). Рост биопленок E. coli K261 на своей 

поверхности полностью подавляли покрытия Fe, Ptот+Fe и Ptот(рисунок 6.3б). 

Образцы Fe, Feот и Pt+Fe проявили высокую антибактериальную активность 

против штаммов S. aureus №839; все клетки были полностью уничтожены 

через 8 часов (рисунок 6.3в). Количество КОЕ в образцах Ptот+Fe и (Pt+Fe)от 

также уменьшилось после инкубации с S.aureus №839 на 8 часов. Все образцы, 

включая контрольный, предотвращали образование биопленки (рисунок 6.3г). 

Антибактериальную активность четырех образцов Fe, Ptот, Ptот+Fe и 

(Pt+Fe)от тестировали против 8-ми типов бактерий (E. coli K261, K. pneumoniae 

B1079k / 17-3, A. baumannii B1280A / 17, S. aureus № 839, S. epidermidis i5189-

1, E. faecium Ya-235: VanA, E. faecium I-237: VanA и E. coli U20) (рисунок 6.4).  
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(а) 

 
(б) 

 
(в) 

 
(г) 

Рисунок 6.4 – Антибактериальная активность образцов (а) Ptот (б), Ptот+Fe и 

(в) Fe и (г) (Pt+Fe)от против: 1 – E. coli K261, 2 – K. pneumoniae B1079k/17-3, 3 

– A. baumannii B1280A/17, 4 – S. aureus №839, 5 – S. epidermidis i5189-1, 6 – E. 

faecium Ya-7 235:Van, 7 – E. faecium I-237:VanA, 8 – E. coli U20. К – контроль 
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Образец Ptот был эффективен только против штаммов S. aureus и E. coli 

U20 (рисунок 6.4а). Отсутствие инактивации штамма E. coli K262 можно 

объяснить более высокой исходной концентрацией бактерий, чем в первом 

тесте (105 вместо 104 КОЕ/мл) (рисунок 6.3а). Образец Ptот+Fe показал 100% 

антибактериальную эффективность в отношении: E. coli U20, E. coli K261 и S. 

aureus №839, а также K. pneumoniae B1079k/17-3 (99%), A. baumannii 

B1280A/17 (99%), S. epidermidis i5189-1 (99,9%) и E. faecium I-237: VanA (90%). 

Покрытия с НЧ Fe оказались лучшими среди всех тестируемых образцов – 

полностью инактивировали штаммы E. faecium Ya-235:VanA и были более 

эффективны в отношении E. faecium I-237:VanA и E. coli K261 (рисунок 6.4в). 

Покрытия (Pt+Fe)от в течение 24 часа привели к снижению на порядок (99%) 

КОЕ/мл бактерий E. faecium Ya-235:VanA (55%) и E. faecium I-237:VanA, 

однако, не были эффективны в отношении других штаммов (рисунок 6.4г). 

Существует три основных фактора, обеспечивающих 

антибактериальные свойства покрытий с НЧ: высвобождение ионов, 

генерация АФК и поверхностные микрогальванические пары. Модельные 

антибактериальные тесты были поставлены для определения вклада каждого 

из этих факторов. 

Данные о выходе ионов, количестве АФК и наличии разницы 

потенциалов на поверхности (глава 3) были соотнесены результатами 

антибактериальных испытаний покрытий. Концентрация ионов Pt в ФР была 

очень низкой и для образцов Pt и (Pt+Fe) составляла менее 4 млрд-1. 

Минимальная известная ингибирующая концентрация для ионов Pt в 

растворах против планктонных штаммов P. pneumoniae, A. baumannii и E. 

faecium составляет 3,9, 5,8 и 11,7 млн-1
, соответственно. [279]. Эти данные 

превосходят полученные в экспериментах главы 3 значения выхода на три 

порядка, что позволило исключить высвобождение ионов Pt в качестве 

антибактериального фактора. 

Гипотеза антибактериального действия микрогальванических пар 

проверена дополнительными модельными тестами с целью исключения 



144 
 

второго фактора – генерации АФК. Образцы предварительно погружали в ФР 

на 24 часа для полного высвобождения ионов Pt и Fe, а затем подвергали 

антибактериальному тесту в отношении штаммов E. coli U20 (рисунок 6.5).  

 

 

Рисунок 6.5 – Антибактериальная активность образцов в отношении 

штаммов E.coli U20 после предварительной выдержки в ФР в течение 24 

часов. 1 – Pt, 2 – Ptот, 3 – Pt+Fe, 4 – (Pt+Fe)от, 5 – Feот, 6 – контроль 

 

Антибактериальный эффект образцов усиливался в следующей 

последовательности Pt (70%) → Ptот (89%) и Pt+Fe (89%) → (Pt+Fe)от (97%) → 

Feот (98%). Дополнительные тесты генерации АФК (глава 3) были выполнены 

в условиях аналогичных антибактериальному тесту, а их результаты 

позволили полностью исключить вклад АФК в общую антибактериальную 

активность после предварительной 24 часовой выдержки образцов в ФР. В 

главе 3 было показано, что покрытия способны проводить ток, а на 

поверхности присутствовала разность потенциалов НЧ/матрица для всех 

покрытий, кроме Pt. Таким образом, исключив вклад ионов и АФК, было 

доказано, что бактерии могут быть уничтожены с помощью 

микрогальванического взаимодействия. 

Покрытия TiCaPCON, декорированные НЧ Pt, Fe и PtTix генерировали 

АФК в видимом свете и УФ-облучении (глава 3). Все образцы были 
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привело к образованию большого количества АФК. Действие АФК 

производимых НЧ, стало дополнительным фактором, который обеспечил 

повышенную антибактериальную активность покрытий.  

Результаты испытаний позволили: 

а) подтвердить гипотезу об антибактериальном действии 

микрогальванических пар, которые образуются на покрытиях с НЧ Pt и Fe; 

б) установить прямую зависимость между концентрацией АФК и 

уровнем антибактериальной активности образцов с НЧ Fe и Pt. 

 

6.1.3. Результаты исследования антибактериальных свойств 

покрытий ПЭО TiO2/Ag,Pt 

6.1.3.1. Антибактериальные свойства. Тест 1 

 

Антибактериальную активность и противодействие обрастанию 

биопленки покрытий ПЭО TiO2, без НЧ и с Ag и Pt, оценивали в отношении 

двух типов грамотрицательных (E. coli U20, E. coli K261) и двух типов 

грамположительных (S. aureus 839, S. aureus 224/228) штаммов (рисунок 6.6).  
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(а)      (б) 

 
(в)      (г) 

 
(д)     (е) 

Рисунок 6.6 – Антибактериальная активность покрытий ПЭО TiO2 (1) 

без НЧ, с НЧ (2) Ag и (3) Pt против (а-г) различных бактериальных штаммов, 

(д) образования биопленки и (е) дополнительный антибактериальный тест 

 

Рисунок 6.6. демонстрирует, что образцы ПЭО TiO2/Ag показали 100% 
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(E. coli K261 и S. aureus 224/228) и 24 часа (S. aureus 839). КОЕ/мл штаммов S. 

aureus 839 снизилось на два порядка через 8 часов (99% антибактериальный 

эффект). Покрытие ПЭО TiO2/Pt было эффективно только в отношении 

штамма E. coli U20 (рисунок 6.6а): бактерицидный эффект составил 86% 

(через 8 часов) и 99,4% (через 24 часа). Обнаруженный антибактериальный 

эффект образца ПЭО TiO2/Pt в отношении штамма E. coli U20 был 

подтвержден дополнительным антибактериальным тестом (рисунок 6.6е). 

Покрытия ПЭО TiO2/Ag предотвращали образование биопленок для 

всех типов тестируемых бактериальных штаммов (рисунок 6.6д). ПЭО TiO2/Pt 

покрытия не были эффективны против E.coli , K261 и S.aureus 839 штаммов, 

но полностью подавляли рост E.coli U20 и колоний S.aureus 224/228.  

Результаты свидетельствуют, что ПЭО TiO2/Ag покрытия обладают 

сильным бактерицидным действием в отношении E.coli U20, E.coli K261, 

S.aureus 224/228 и S.aureus 839 и подавляют образование их биопленок. ПЭО 

TiO2/Pt покрытия проявляют антибактериальную активность только против 

E.coli U20 и являются антиадгезивными для S.aureus 224/228. Результаты 

главы 4 показали, что ПЭО TiO2/Pt генерируют АФК, которые и являются 

фактором их антибактериальной активности. Ионы Ag и АФК в покрытиях 

ПЭО TiO2/Ag действуют совместно, поэтому их антибактериальная 

активность выше. 

 

6.1.3.2. Антибактериальные свойства. Тест 2 

 

С целью изучения длительности антибактериального эффекта образца 

ПЭО TiO2/Ag был проведен дополнительный текст, когда выход ионов Ag+ 

почти прекращался (через 24 часа в ФР). Концентрация ионов Ag у 

поверхности имплантата in vivo со временем будет снижаться из-за их 

ассимиляции окружающей тканью. Ситуацию смоделировали, оценив 

антибактериальную активность против E. coli K261 после предварительной 

выдержки ПЭО TiO2/Ag в ФР в течение 24 часов (рисунок 6.7).  
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Рисунок 6.7 – Антибактериальная активность ПЭО TiO2-Ca,P и ПЭО TiO2/Ag 

в отношении штаммов E. coli K261 после предварительной выдержки в ФР в 

течение 24 часов 

 

Рисунок 6.7 демонстрирует, что выраженный антибактериальный 

эффект наблюдался уже через 12 часов (значения КОЕ/мл снизилось на 2–3 

порядка), а все штаммы E. coli были полностью инактивированы через 24 часа. 

Результаты испытаний показали: 

а) покрытия на ПЭО TiO2 генерировали большое количество АФК, но не 

проявляли фотоактивированного бактерицидного эффекта.  

б) генерируемые образцами ПЭО TiO2/Ag АФК оказывают 

бактерицидный эффект независимо от действия ионов (через 24 часа)   

в) совместное действие АФК и ионов Ag повышает антибактериальную 

активность покрытия ПЭО TiO2/Ag (через 8 часов) 

 

6.1.4. Результаты исследования антибактериальных свойств 

покрытий BOx/TiCaPCON-B 

 

Антибактериальную активность однослойных и двухслойных образцов, 

легированных В, определяли против клинически выделенных бактерий E. coli 

К-261 (рисунок 6.8). Оценка образования биопленки на поверхности образцов 

показана на рисунке 6.9. 
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(а)      (б) 

Рисунок 6.8 – (а) Антибактериальная активность против E-coli К-261 

образцов: 1 - TiCaPCON-15% B, 2 - TiCaPCON-11% B, 3 - TiCaPCON-8% B, 4 

- B2O3/TiCaPCON-11% B, 5 - TiCaPCON, 6 – контроль и (б) флуоресцентные 

изображения (200x150 мкм) штаммов E-coli К-261 после их инкубации с 

B2O3/TiCaPCON-11% B (нижний) и контрольным образцов (верхний) 

 

 
Рисунок 6.9 – Ингибирование образования биопленки штаммов E-coli К-261. 

1 - TiCaPCON-15% B, 2 - TiCaPCON-11% B, 3 - TiCaPCON-8% B, 4 - 

B2O3/TiCaPCON-11% B, 5 - TiCaPCON, 6 – контроль 

 

Антибактериальную активность против E-coli К-261 проявило только 

покрытие B2O3/TiCaPCON 11% B, которое уменьшило количество КОЕ на 

порядок через 3 часа, а через 24 часа инактивировало все клетки E.coli. 

Бактерицидную активность качественно подтвердили с помощью 

флуоресцентной микроскопии с использованием акридинового оранжевого, 

который используется для обнаружения и подсчета микроорганизмов. [276]. 

Количество клеток E-coli К-261 на покрытии B2O3/TiCaPCON-11% B было 
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значительно меньше, чем на контрольном образце (рисунок 6.8б). Покрытие 

B2O3/TiCaPCON 11% B также полностью предотвратило образование 

биопленки. 

Результаты исследований показали, что: 

а) высвобождения ионов B на уровне 80 млрд-1/день из покрытий 

TiCaPCON-B было недостаточно для антибактериальной активности.  

б) слой B2O3 уничтожал бактерии E.coli и ингибировал образование 

биопленки, что подтверждает эффективность борной кислоты против 

воспалительной реакции [281].  

 

6.2. Исследование биосовместимости покрытий 

6.2.1. Методика исследования биосовместимости покрытий 

 

Биосовместимость покрытий проверяли, анализируя такие 

характеристики клеток MC3T3-E1 и лимфоцитов на поверхности, как: 

распластыванние, пролиферация, жизнеспособность, форма и фокальные 

адгезии.  

 

6.2.1.1. Площадь и распластывание клеток 

 

Клетки MC3T3-E1 (104 клетки/мл) высевали на поверхность образцов, 

помещенных в 12-луночные планшеты, содержащие культуральную среду 

DMEM/F12 (Invitrogen) с 10% фетальной бычьей сыворотки (FBS). Культуры 

выращивали в увлажненном инкубаторе, заполненном 5% CO2, при 37°C в 

течение 24 часов.  Распластывание клеток изучали после 24 часов инкубации, 

для этого клетки фиксировали 3,7% параформальдегидом (Sigma) в течение 10 

мин, пропитывали 0,5% TritonX 100 (Sigma) и окрашивали Alexa488-

фаллоидином (Molecular Probes) или родамин-фаллоидином (Fluka 

BioChemicals). Тридцать изображений клеток получали в зеленом или красном 

канале с помощью микроскопа Axioplan (Zeiss) с объективом Plan Fluor x40 и 
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камерой DP70 (Olympus). С помощью ПО ImageJ были обрисованы контуры, 

измерена площадь и определена средняя площадь клеток. 

 

6.2.1.2. Цитоскелет и фокальные адгезии 

 

Клетки MC3T3-E1 (104 клетки/мл) высевали на поверхность образцов, 

помещенных в 12-луночные планшеты, содержащие культуральную среду 

DMEM/F12 (Invitrogen) с 10% FBS. Культуры выращивали в увлажненном 

инкубаторе, заполненном 5% CO2, при 37°C в течение 24 часов.  Для 

визуализации актинового цитоскелета и очаговых адгезий клетки 

фиксировали 3,7% параформальдегидом (Sigma) в фосфатно-солевом буфере 

(PBS) в течение 10 минут, промывали PBS, пропитывали 0,5% Triton X-100 

(Sigma) в PBS в течение 3 минут и промыли PBS. Образцы инкубировали с 

родамин-фаллоидином (Fluka BioChemicals, №77418, 1:300) и мышиными 

моноклональными антителами против паксиллина (BD Transduction 

Laboratories, №610052, 1:300) в течение 40 минут, трижды промывали PBS и 

затем инкубировали с конъюгированными с Alexa488 козьими антителами 

против IgG мыши (Jackson ImmunoResearch, №115-545 146, 1:200) в течение 

40 минут. После промывки PBS образцы помещали в Elvanol на предметные 

стекла. Для выявления актинового цитоскелета и фокальных спаек снимки 

получали с помощью микроскопа Axioplan с объективом Plan-Neofluar х40 и 

камера ДП-70 

 

6.2.1.3. МТТ анализ (жизнеспособность) 

 

Жизнеспособность клеток оценивали по методу МТТ анализа. Клетки 

выращивали на образцах, помещенных в 12-луночный планшет в 

культуральной среде DMEM/F12 с 10% FBS в течение 5 дней. Среду заменили 

через 3 дня. После культивирования в течение 5 дней тестируемые образцы 

переносили в другой планшет, содержащий 2 мл среды DMEM/F12 без FBS. В 
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каждую лунку добавляли 200 мкл реагента МТТ (3- (4,5-диметилтиазол-2-ил) 

-2,5-дифенил-2H-тетразолий бромид, 5 мг/мл (Sigma)). После инкубации в 

течение 4 часов супернатанты осторожно аспирировали, формазановый 

продукт, образованный живыми клетками, растворяли в 1 мл 

диметилсульфоксида (ДМСО) в течение 20 минут. Для измерения оптической 

плотности из каждого образца отбирали 150 мкл солюбилизированного 

продукта формазана. Спектрофотометрический анализ выполняли с 

использованием системы спектрофотометра для микропланшетов Benchmark 

Plus (Bio-Rad) при длине волны 570 нм. Значения поглощения нормализовали 

к холостому ходу (150 мкл ДМСО). Жизнеспособность клеток рассчитывали, 

как процент от значений оптической плотности исследуемых образцов, 

деленных на таковые для контроля. 

 

6.2.1.4. Пролиферация 

 

Цитосовместимость тестируемых покрытий также оценивали с 

помощью анализа пролиферации. Стандартное количество клеток MC3T3-E1 

(104 клеток/см2) высевали на поверхности образцов, помещенные в 12-

луночные планшеты, содержащие культуральную среду DMEM/F12 

(Invitrogen) с 10% FBS. Среду заменяли новую через 3 и 5 дней инкубации. 

Через 1, 3, 5 и 7 дней инкубации клетки фиксировали 3,7% 

параформальдегидом/PBS, промывали PBS и пропитывали 0,5% Triton X-100 

в PBS. Образцы инкубировали в течение 30 минут с 300 нМ DAPI/PBS (Sigma) 

для флуоресцентного окрашивания нуклеиновых кислот, трижды промывали 

PBS и помещали в Elvanol на предметные стекла.  С помощью микроскопа 

Axioplan, оснащенного объективом Plan Fluor x40 и камерой DP70, 

подсчитывали количество клеток в 30 полях и определяли среднее значение 

плотности популяции клеток. 
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6.2.1.4. Иммуномодуляция на клетки лимфоцитов 

 

Для оценки цитотоксичности НЧ Pt и Fe, изучали жизнеспособность, 

пролиферацию лимфоцитов, а также экспрессию маркеров активации CD69 и 

CD25 на поверхности лимфоцитов. Гепаринизированную кровь, разбавленную 

в 2 раза PBS с 2% FBS, наслаивали на градиент плотности Histopaque-1077 

(Sigma, США) в соотношении 1:1 и центрифугировали с ускорение 400g при 

комнатной температуре за 30 мин. Выбранное опалесцирующее кольцо 

дважды промывали при 250 г в 10 мл PBS с 2% FBS. Осадок ресуспендировали 

в полной питательной среде RPMI 1640, содержащей 10% FBS, 2 мМ глутамин 

(ПанЭко, Россия), 10 мМ 4- (2-гидроксиэтил) -1 пиперазинэтансульфоновую 

кислоту (Sigma, США) и 25 мкМ 2-меркаптоэтанол (Sigma, США). 

Жизнеспособность клеток определяли путем анализа трипанового синего. 

Концентрацию клеточной суспензии доводили до 106 клеток/мл с помощью 

счетчика TC-20 (Bio-Rad, США). 

После разделения в градиенте плотности лимфоциты инкубировали в 

присутствии тестируемых образцов в полной питательной среде RPMI 1640 и 

5% CO2 при 37°C в течение 7 дней. Жизнеспособность лимфоцитов 

определяли ежедневно с использованием живого 7-аминоактиномицина D (7-

AAD), интеркалирующего ДНК-красителя, который проникает в клетку 

только при нарушении целостности мембраны. Раствор 7-AAD (5 мкл) 

добавляли к суспензии мононуклеарных клеток (106 клеток/мл), выбранной в 

градиенте плотности, и инкубировали в течение 10 мин. Образцы 

анализировали через 15 мин окрашивания на проточном цитометре FACSAria 

III (Becton Dickinson, США) с использованием программного обеспечения BD 

FACSDiva (версия 8.0). 

Разрастание лимфоцитов определяли с использованием красителя 

карбоксифлуоресцеин (КФСИ). Когда клетка, меченная КФСИ, делится, ее 

потомство снабжается половиной количества молекул, меченных КФСИ, и, 

таким образом, каждое деление клетки может быть оценено путем измерения 
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соответствующего уменьшения флуоресценции клетки с помощью проточной 

цитометрии. Чем больше произошло делений клеток (митозов), тем ниже 

уровень люминесценции. На цитометрической гистограмме клетки, 

окрашенные КФСИ, расположены в виде серии последовательных пиков с 

уменьшающейся интенсивностью люминесценции. Лимфоциты (106 

клеток/мл) перед культивированием окрашивали 5 mMCFSE (BD e-Bioscience, 

США). Клетки инкубировали с КФСИ и/или митогенрм ConA (10 мкг/мл) в 

присутствии исследуемых образцов в атмосфере 5% CO2 при 37°C в течение 

10 мин. Затем добавляли 3 мл охлажденной среды RPMI-1640, инкубировали 

на холоду в течение 5 минут, а затем дважды промывали охлажденным RPMI-

1640, содержащим 10% FBS. Центрифугирование проводили при ускорении 

400g в течение 5–7 мин. Клетки ресуспендировали в полной питательной среде 

на основе RPMI-1640 до их исходной концентрации. Суспензию клеток 

вносили в лунки 96-луночного планшета и инкубировали с тестируемыми 

образцами и/или митогеном ConA (10 мкг/мл) в 5% CO2 при 37°C в течение 6 

дней, при необходимости обновляя среду. После инкубации суспензию клеток 

переносили в цитометрические пробирки, а затем добавляли 1 мл PSB. После 

центрифугирования при 400 g в течение 5 минут супернатант удаляли, 

ресуспендировали, фиксировали 1% раствором формалина и анализировали 

методом проточной цитометрии. 

 

6.2.2 Результаты исследования биосовместиомсти покрытий 

TiCaPCON-Ag,Zn и TiCaPCON-Pt,Fe 

6.2.2.1. Биосовместимость покрытий TiCaPCON-Ag,Zn 

 

Проведены тесты на дифференцировку и пролиферацию клеток MC3T3-

E1 (рисунок 6.10) и оценена их форма (рисунок 6.11) 
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(а)      (б) 

Рисунок 6.10 – (а) Дифференцировка и (б) пролиферация клеток MC3T3-E1 

на поверхности покрытий. 1 – Контроль (стекло), 2 – TiCaPCON, 3 – 

TiCaPCON-Ag, 4 – TiCaPCON-Ag-Zn, 5 – TiCaPCON-Zn, P < 0.005 

 

Рисунок 6.11 – Актиновый цитоскелет и очаговые адгезии клеток МС3Т3-Е1 

на поверхности исследуемых образцов 
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Тесты на дифференцировку показали, что поверхность всех испытанных 

образцов была адгезивной для клеток MC3T3-E1(рисунок 6.10ба). 

Статистически значимых различий в средней площади клеток, 

культивируемых на поверхности разных покрытий обнаружено не было. 

Высокая активность пролиферации клеток происходила на поверхности 

покрытий TiCaPCON и TiCaPCON-Ag (рисунок 6.10б). Поверхность других 

покрытий также была способна поддерживать высокую скорость 

пролиферации клеток, хотя через 7 дней их количество было немного ниже, 

однако разница была незначительной в сравнении с образцом, не содержащим 

НЧ. 

Изображения, полученные с помощью флуоресцентного микроскопа, 

представлены на рисунке 6.11. Форма клеток не изменилась, их актиновый 

цитоскелет был хорошо организован, а на периферии всех клеток наблюдались 

очаговые адгезии. 

Проведенные испытания показали, что: 

а) образцы с НЧ обеспечивали хорошее прикрепление, распространение 

и пролиферацию MC3T3-E1 клеток и, следовательно, не токсичны.  

б) покрытия TiCaPCON с НЧ Ag на поверхности продемонстрировали 

хорошие остеокондуктивные характеристики.  

Эти результаты вместе с антибактериальными тестами открывают новые 

возможности для производства биологически безопасных материалов с 

улучшенными антибактериальными характеристиками для ортопедии. 

 

6.2.2.1. Биосовместимость покрытий TiCaPCON-Pt,Fe 

 

Инфекция, связанная с имплантатом, представляет собой комбинацию 

патогенов, имплантата и иммунной системы, поэтому кроме бактерицидной 

активности (раздел 6.1.2.2.) требовалось изучение иммуномодулирующей 

активности покрытий с НЧ Pt и Fe. НЧ взаимодействуют с иммунной системой 

и модулируют ее функцию [282]. Процент мертвых мононуклеарных клеток и 
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пролиферационная активность лимфоцитов в клеточных культурах с 

образцами с Pt и Fe и без них приведены в таблицах 6.1 и 6.2, соответственно.  

 

Таблица 6.1. Процент мертвых мононуклеаров в клеточных культурах 

Образец Время инкубации, дни  

1 2 7 

Культуральная среда (контроль) 0,2 1,0 1,5 

Культуральная среда + TiCaPCON-Fe 5,3 3,4 5,8 

Культуральная среда + TiCaPCON-Pt 4,9 5,6 8,0 

 

Таблица 6.2. Пролиферационная активность лимфоцитов  

Образец 

Количество пролиферирующих 

клеток, % 

Среда Среда + Con A 

Культуральная среда (контроль) 0,4 71,6 

Культуральная среда + TiCaPCON-Fe 1,1 61,8 

Культуральная среда + TiCaPCON-Pt 0,9 67,2 

 

Покрытия, с НЧ Pt и Fe, не влияли на жизнеспособность лимфоцитов 

через 1 и 2 дня инкубации. Покрытие Pt привело к небольшому увеличению 

количества мертвых клеток через 7 дней (таблица 6.1). Образцы с НЧ Pt и Fe, 

не влияли на пролиферативную активность лимфоцитов (таблица 6.2). 

Небольшое ее снижение, индуцированное митогеном Con A, было 

зафиксировано, но разница с контролем не являлась статистически значимой. 

Было проведено измерение уровня экспрессии маркеров активации 

CD69 и CD25 на поверхности Т- и В-лимфоцитов (таблица 6.3). 

 

Таблица 6.3. Изменение уровня экспрессии маркеров активации CD69 и CD25 

на поверхности Т- и В-лимфоцитов 

Sample 
Субпопуляция лимфоцитов, % 

CD19+CD69+ CD19+CD25+ CD3+CD69+ CD3+CD25+ 

RPMI 9.7 23.2 0.6 4.8 

TiCaPCON-Fe 23 29.7 3.8 4.9 

TiCaPCON-Pt 31.4 34.1 7.1 5.3 
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Популяция CD3+ T-лимфоцитов и CD19+ B-лимфоцитов в образцах с 

НЧ Pt и Fe после 48 часов инкубации не отличалось от контроля и составляло 

83,4±0,7 и 8,1±0,6%, соответственно. Одним из индикаторов, отражающих 

активацию клеток, является повышенная экспрессия маркеров активации, 

например CD69 и CD25. Анализ В-лимфоцитов с маркером CD69 на 

поверхности, показал, что НЧ Fe и Pt увеличивают процент клеток 

CD19+CD69+ в 2 и 3 раза, соответственно. Образцы с НЧ Pt и Fe увеличили 

экспрессию молекулы CD25 на поверхности B-лимфоцитов и CD69 на 

поверхности Т-лимфоцитов. Количество Т-лимфоцитов с молекулой CD25 на 

поверхности, существенно не различалось. 

Результаты показали, что покрытия TiCaPCON, легированные Pt и Fe, не 

оказывают выраженного токсического действия на мононуклеары; процент 

мертвых клеток через 7 дней был менее 6-8%. НЧ не снижали 

пролиферативную активность лимфоцитов, и неспецифическая активация 

клеток не происходила. НЧ не оказывали заметного влияния на способность 

лимфоцитов активироваться в ответ на митоген. Однако, наблюдалась 

некоторая реакция лимфоцитов на НЧ, о чем свидетельствует повышенная 

экспрессия маркеров активации на поверхности как В-, так и Т-лимфоцитов. 

 

6.2.3. Результаты исследования биосовместиомсти покрытий ПЭО 

TiO2/Ag,Pt 

 

Рисунок 6.12 иллюстрирует организацию актинового цитоскелета и 

пролиферацию клеток MC3T3-E1 на поверхности ПЭО TiO2/Ag,Pt покрытий.  
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(а)

 
(б)       (в) 

Рисунок 6.12. (а) Актиновый цитоскелет и пролиферация (б,в) клеток 

MC3T3-E1 на поверхности исследуемых образцов (б) до и (в) после 

воздействия в ФР в течение 24 часов. 1 – Ti, 2 – TiO2, 3 – TiO2/Pt, 4 – TiO2/Ag 

 

Характерные флуоресцентные микроскопические изображения 

показывают, что актиновый цитоскелет клеток был хорошо организован, а их 

форма изменилась только на покрытии Ag/TiO2 (рисунок 6.12а). Количество 

клеток на ПЭО TiO2 покрытии было заметно выше, чем на Ti через 5 и 7 дней, 

что говорит о хорошей пролиферации. Поверхность покрытия ПЭО TiO2/Pt 

также была способна поддерживать пролиферацию клеток, но их количество 

было меньше. Поверхность ПЭО TiO2/Ag была цитотоксична и значительно 

снижала скорость пролиферации клеток. Это можно объяснить высокой 

концентрацией ионов Ag+ (~ 0,4 млн-1), достигаемой уже через 3 часа (глава 4). 

В условиях in vivo концентрация бактерицидных ионов быстро снижается из-

за их ассимиляции окружающей тканью. Эти условия были смоделированы 

путем предварительной выдержки ПЭО TiO2/Ag,Pt в ФР в течение 24 часов, 

после чего была изучена пролиферация клеток на них (рисунок 6.12в). 

На рисунке 6.12в сравнивается скорость пролиферации клеток на 

образцах Ti, TiO2, ПЭО TiO2/Pt и ПЭО TiO2/Ag после их выдержки в ФР в 

течение 24 часов. Количество клеток MC3T3-E1 на поверхности образцов TiO2 
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с НЧ Pt и Ag, было ниже по сравнению с контролями TiO2 и Ti без НЧ, однако, 

оба образца продемонстрировали положительную динамику пролиферации 

клеток. Этот результат позволил установить, что образцы ПЭО TiO2/Pt и ПЭО 

TiO2/Ag не токсичны при этих уровнях ионов Pt и Ag. Незначительное 

снижение количества клеток можно объяснить несколько худшей адгезией 

клеток к поверхности TiO2 с, что подтверждают данные о смачиваемости 

поверхности (глава 4) 

Проведена оценка дифференцировки клеток на поверхности и 

цитосовместимости образцов ПЭО TiO2, ПЭО TiO2/Pt, ПЭО TiO2/Ag, которую 

дополнительно оценивали с помощью МТТ-анализа (рисунок 6.13). Образцы 

подвергали предварительной выдержке в ФР в течение 24 часов чтобы 

сравнить результаты анализа МТТ с результатами тестов на пролиферацию 

(рисунок 6.12в).  

 
(а)      (б) 

Рисунок 6.13 – (а) Дифференцировка клеток MC3T3-E1 и (б) анализ МТТ 

(воздействие в ФР в течение 24 часов). 1 – Ti, 2 – TiO2, 3 – TiO2/Pt, 4 – 

TiO2/Ag 

 

 . Поверхность всех образцов была адгезивной для клеток, но средняя 

площадь незначительно уменьшалась в последовательности: плоский Ti 

(контроль) → ПЭО TiO2 → ПЭО TiO2/Pt → ПЭО TiO2/Ag. Разница между 

образцами без НЧ и образцами с НЧ, не была статистически значимой. 

Цитотоксичность покрытия ПЭО TiO2 и TiO2/Pt была сравнима с контролем 

Ti. Образец ПЭО TiO2/Ag немного снизил жизнеспособность клеток. 
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Результаты теста МТТ и пролиферации хорошо согласуются и указывают на 

цитосовместимость покрытий ПЭО. 

 

6.2.4. Результаты исследования биосовместиомсти покрытий 

BOx/TiCaPCON-B 

 

Результаты морфометрического анализа и исследований на 

дифференцировку клеток MC3T3-E1 приведены на рисунке 6.12.  

 
(а) 

 
(б) 

Рисунок 6.14 – (а) Морфология и (б) дифференцировка клеток MC3T3-E1. 1 - 

контроль (стекло), 2 - контроль (TiCaPCON), 3 - TiCaPCON-8% B, 4 - 

TiCaPCON-11% B, 5 - TiCaPCON-15% B, 6 - BOх/TiCaPCON–11% B. * p 

<0,001 
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Морфометрический анализ показал, что поверхность покрытий 

TiCaPCON-B адгезионна для клеток MC3T3-E1, они хорошо распределились 

по субстратам, а сеть их актиновых пучков была хорошо организована 

(рисунок 6.14а). BOх/TiCaPCON–11% B покрытие незначительно изменяло их 

форму. Средняя площадь клеток на поверхности покрытий с B, была заметно 

выше по сравнению с двумя контрольными образцами (рисунок 6.14б), 

повышение концентрации B привело к увеличению площади. Таким образом, 

результаты показали, что легирование B улучшает прикрепление и 

распространение клеток. 

Была проведена оценка пролиферации клеток MC3T3-E1 на 

поверхности всех покрытий TiCaPCON–B и BOх/TiCaPCON–11% B (рисунок 

6.15) 

 

 
Рисунок 6.15 – Пролиферация клеток MC3T3-E1 на поверхности: 1 - 

контроль (стекло), 2 - контроль (TiCaPCON), 3 - TiCaPCON-8% B, 4 - 

TiCaPCON-11% B, 5 - TiCaPCON-15% B, 6 - BOх/TiCaPCON–11% B. * p 

<0,001 

 

Рисунок 6.15 демонстрирует, что на поверхности покрытий TiCaPCON-

B скорость пролиферации был высокая (рисунок 6.15). Количество клеток на 

образцах TiCaPCON с 11 и 15 ат.% B после 5 и 7 дней выдержки было больше, 

чем на контроле. Двухслойное покрытие BOx/ TiCaPCON–11% B оказалось 
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способно поддерживать такой же уровень пролиферации клеток, как и 

покрытие TiCaPCON. Результаты испытаний показали, что все типы B-

содержащих покрытий нетоксичны для клеток независимо от их 

поверхностного состава. 

 

6.3. Исследование биоактивности покрытий 

6.3.1. Методика исследования биоактивности покрытий 

 

Биоактивность покрытий оценивали по их способности поддерживать 

остеогенную дифференциацию. Активность щелочной фосфатазы (ЩФ), 

которая является ранним маркером дифференцировки остеобластических 

клеток, оценивали с помощью количественного колориметрического метода. 

Клетки MC3T3-E1 (104 клетки/мл) высевали на поверхности покрытых 

образцов, помещенных в 12-луночные планшеты с культуральной средой 

DMEM/F12 и 10% FBS. На следующий день среду заменяли на α-MEM 

(Invitrogen) с 10% FBS, 50 мкг/мл аскорбиновой кислоты (Sigma) и 10 мМ β-

глицерофосфата (Sigma). Культуры выращивали в инкубаторе с 5% CO2, при 

37°C в течение 14 дней, среду заменяли каждые три дня. После 14 дней 

инкубации образцы промывали сбалансированным солевым раствором Эрла и 

переносили в другой планшет. Клетки отделяли от образцов с помощью 

раствора трипсин/ЭДТА, промывали PBS и ресуспендировали в 200 мкл 0,1% 

Triton X-100, 10 мМ Tris-Cl (pH = 7,5), 1 мМ MgCl2 и подвергали 4 циклам 

заморозки/разморозки и обработки ультразвуком. После этого 100 мкл п-

нитрофенилфосфата (pNPP) добавляли к 10 мкл клеточного лизата с 

последующей инкубацией в течение 30 минут при 37°C. Планшет считывали 

при длине волны 405 нм с помощью считывающего устройства для 

микропланшетов Stat Fax 3200 (Awareness Technology Inc.). Активность ЩФ 

определяли как скорость высвобождения п-нитрофенола из pNPP и выражали 

в нмоль/мин п-нитрофенола на миллиграмм клеточного белка. Все измерения 

были представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. 
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6.2.2 Результаты исследования биоактивности покрытий 

TiCaPCON-Ag,Zn 

 

В таблице 6.4 сравнивается активность ЩФ клеток MC3T3-E1, 

культивируемых на поверхности покрытий после имплантации ионов Ag и Zn. 

 

Таблица 6.4. Активность ЩФ клеток MC3T3-E1, культивируемых на 

поверхности исследуемых образцов 

Образец Активность ЩФ 

F12 (недиференцируемая среда) 160 ± 17 

TiCaPCON (контроль) 787 ± 38 

TiCaPCON-Ag 549 ± 23 

TiCaPCON-Ag-Zn 616 ± 17 

TiCaPCON-Zn 719 ± 15* 

* значения, существенно не отличающиеся от TiCaPCON. (t-тест, p <0.001) 

 

Покрытие с Zn, было способны поддерживать относительно высокий 

уровень активности ЩФ в клетках MC3T3-E1, растущих на их поверхности, 

что указывает на его хорошие остеокондуктивные характеристики. Различие с 

контрольным образцом не было статистически значимым. Покрытия, 

содержащие ионы Ag незначительно снижали активность ЩФ. 

 

6.2.3. Результаты исследования биоактивности покрытий ПЭО 

TiO2/Ag,Pt 

 

В таблице 6.5 показаны активности ЩФ клеток MC3T3-E1, 

культивируемых на поверхности протестированных покрытий TiO2, ПЭО 

TiO2/Pt и ПЭО TiO2/Ag до и после выдержки 24 часа в ФР.  
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Таблица 6.5. Активность ЩФ клеток MC3T3-E1 культивируемых на 

поверхности  

Образцы Активность ЩФ (нмоль/мг протеин/мин) 

Тест 1 Тест 2 (после выдержки в 

ФР в течение 24 часов) 

F12 (недифиринцируемая среда) 40 ± 2 220 ± 10 

Ti (контроль) 750 ± 80 870 ± 50 

Ti 580 ± 30 780 ± 70 

TiO2 230 ± 20 830 ± 50 

TiO2/Ag 270 ± 20 870 ± 40 

TiO2/Pt 250 ± 15 960 ± 30 

 

Поверхности всех покрытий ПЭО TiO2 поддерживали в два раза более 

низкую активность ЩФ, чем образец Ti. Активности ЩФ для TiO2, ПЭО 

TiO2/Pt и ПЭО TiO2/Ag покрытий были очень похожи, что указывает на 

отсутствие заметного влияния НЧ Pt и Ag. Принимая во внимание результаты 

тестов на биологическую активность в РИВС (глава 4), было предположено, 

что наблюдаемое снижение уровня активности ЩФ в образцах ПЭО может 

указывать на удачу биоактивности из-за высоких концентраций P и Ca на 

поверхности материала. 

ЩФ — это фермент, который удаляет фосфатные группы из многих 

молекул путем дефосфорилирования [283]. Активность ЩФ очень 

чувствительна к концентрациям ионов Ca и P [284]. Ca и P способствуют 

пролиферации, дифференцировке остеобластических клеток и усилению 

минерализации, но могут подавлять активность ЩФ. Низкая активность ЩФ 

часто наблюдается при высокой концентрации растворенного 

неорганического фосфата [285]. В присутствии ионов P даже небольшое 

количество ионов Ca (4–40 млн-1) приводило к потере митохондриальной 

функции остеобластических клеток [286]. Исследования главы 4 

демонстрируют, что покрытия ПЭО-TiO2/Ag,Pt выпускают около 275–325 млн-

1 ионов P через 72 часа. Формой ионов P в ФР в основном являются фосфаты 

PO4
3-. Необходимо было изучить активность ЩФ после выхода основной 

части ионов Ca и P (через 72 часа). 
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Выявить возможный вклад высокой концентрации P и, возможно, ионов 

Ca в общую активность ЩФ, было решено дополнительным тестом 2 после 

предварительной выдержки образцов TiO2, ПЭО TiO2/Pt и ПЭО TiO2/Ag в ФР 

в течение 72 часов (таблица 6.5). Выдержка 24 часа приводила практически к 

полному выходу ионов Ca, а выщелачивание ионов P значительно замедлилось 

(глава 4). Тест показал, что уровень активности ЩФ был высоким и 

существенно не отличался от контроля Ti для всех изученных образцов 

(таблица 6.5).  

Процесс минерализации сопровождается высвобождением ионов 

кальция и ортофосфата, в результате чего сначала образуется аморфный 

фосфат, а после преобразуется в кристаллическую фазу на основе фосфата 

кальция [287-288]. Высококристаллический ГА обычно нерастворим и не 

обладает остеоиндуктивным потенциалом, что препятствует прорастанию 

новой кости и интеграции с нативной костью [289]. Исследования главы 4 

показали, что все образцы ПЭО-TiO2/Ag,Pt способствовали образованию фазы 

CaP в РИВС. Таким образом покрытия ПЭО-TiO2/Ag,Pt показывают хорошую 

минерализующую способность, которая связана с интенсивным 

высвобождением ионов Ca и P, хотя чрезмерное количество Ca2+ краткосрочно 

понижает активность ЩФ. Концентрация ионов в условиях in vivo ионы будет 

быстро снижаться из-за удаления током крови, поэтому краткосрочное 

снижение пролиферации остеобластических клеток или активности ЩФ, 

учитывая хорошую минерализационную способность in vitro и высокую 

антибактериальную эффективность, оправдано. 

Результаты испытаний показали, что  

а) высокая концентрация Са2+ в первые 48 часов снизила уровень 

активности ЩФ, которая восстановилась только после высвобождения Са2+.  

б) непрерывное высвобождение ионов P не повлияло на активность ЩФ.  

в) активность ЩФ в тестах не зависела от НЧ Ag или Pt.  

г) отсутствует прямая корреляции между активностью ЩФ и 

способностью к минерализации в РИВС.  
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6.2.4. Результаты исследования биоактивности покрытий 

BOx/TiCaPCON-B 

 

Рисунок 6.16 показывает активность ЩФ клеток MC3T3-E1 на 

поверхности покрытий TiCaPCON-B и контрольных образцов.  

 

Рисунок 6.16 – Активность ЩФ клеток MC3T3-E1 на поверхности: 1 - 

контроль (стекло), 2 - контроль (TiCaPCON), 3 - TiCaPCON-8% B, 4 - 

TiCaPCON-11% B, 5 - TiCaPCON-15% B, 6 - BOх/TiCaPCON–11% B. * p 

<0,001 

 

Рисунок 6.16 показывает, что максимальный уровень активности ЩФ 

имело покрытие TiCaPCON-15% B. Покрытия TiCaPCON и TiCaPCON-8% B 

также продемонстрировали способность поддерживать высокий уровень 

активности ЩФ клеток MC3T3-E1. Покрытие с 11 ат.% B, имело самую 

низкую активность ЩФ, однако, такая же активность была и для контрольного 

образца 1. Результаты исследований подтвердили данные о том, что 

высвобождение ионов B значительно усиливает активность ЩФ [290] и 

способность образовывать апатит [291]. Важно отметить, что даже при самой 

низкой концентрации Ca и P, покрытие с 15 ат.% B имело самый высокий 

уровень активности ЩФ. 

Покрытие BOx/TiCaPCON–11% B, которое обладало высокими 

бактерицидными свойствами, показало самую низкую активность ЩФ по 

сравнению с контрольными образцами (рисунок 6.16). 
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Результаты экспериментов на биосовместимость и биоактивность 

образцов TiCaPCON, легированных B, демонстрируют:  

а) клетки MC3T3-E1 лучше дифференцировали по поверхности 

покрытий с B, чем на покрытии без B.  

б) Остеобластические клетки MC3T3-E1 продемонстрировали высокую 

скорость пролиферации на всех B-содержащих поверхностях 

в) слой B2O3 слабо стимулировал клетки MC3T3-E1 к остеогенной 

дифференцировке и снижал активность ЩФ. 

г) покрытия с B способствовали высокой активности ЩФ даже при 

низкой концентрации Ca и P. 

Введение B оказывает положительное влияние на прикрепление, 

распространение, пролиферацию и дифференцировку остеобластических 

клеток, а дополнительный растворимый слой B2O3 обеспечивает 

антибактериальную активность. Разработанные покрытия открывают новые 

возможности для производства биологически безопасных материалов с 

сильными антибактериальными характеристиками для будущего применения 

в ортопедической области. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Комбинацией методов магнетронного распыления, ионной 

имплантации и последующего низкотемпературного отжига получены 

покрытия TiCaPCON, декорированные наночастицами Ag, Zn, Pt, Fe и их 

оксидами. Выявлены закономерности выхода ионов металлов с поверхности 

покрытий в зависимости от типа, комбинации и окисленного состояния 

наночастиц. Показано, что частицы разнородных металлов (Ag, Pt, Zn и Fe) на 

поверхности покрытий TiCaPCON выполняют функцию активных катодов 

или анодов, ускоряя или замедляя процесс выхода ионов. В присутствии 

наночастиц Zn, растворение наночастиц Ag замедляется, так как они находятся 

под катодной защитой. И, наоборот, в присутствии наночастиц Ag или Pt, 

растворение наночастиц Zn или Fe ускоряется. В случае двухкомпонентных 

наночастиц Ag+Zn и Pt+Fe быстрый выход ионов Zn и Fe на начальном этапе 

растворения приводит к «захвату» ионов Ag и Pt.  

2. Выявлены закономерности структурных превращений под 

действием ионной имплантации и последующего отжига: Pt 

взаимодействовала с Ti с образованием интерметаллических соединений PtTi, 

а присутствие наночастиц Fe или Pt замедляло процесс окисления поверхности 

покрытий TiCaPCON. 

3. Показано, что покрытия TiCaPCON с наночастицами Pt и Fe на 

поверхности являются активными фотокатализаторами и генерируют 

активные формы кислорода под действием ультрафиолетового облучения 

(УФ) и искусственного света, что обеспечивает их бактерицидные 

характеристики. Без наночастиц, концентрация АФК была низкой. Образцы, 

имплантированные Pt и Fe, показали максимальные концентрации АФК после 

УФ облучения и нахождения в физиологическом растворе (0.9 вес.% NaCl в 

воде) в течение 3-12 часов: 720 (Pt), 1700 (Ptот), 1310 (Feот), 2970 (Pt+Fe), 1970 

(Ptот+Fe) и 1180 нмоль/см2 (Pt+Fe)от. Скорость рекомбинации АФК с 

катионами раствора составила 1,3–7,8 нмоль/см2 в час.  
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4. Методом Кельвин-зондовой силовой микроскопии 

продемонстрировано наличие разности потенциалов между наночастицами Pt 

(с преобладанием PtTi) и покрытием TiCaPCON. Исключив вклад 

бактерицидных ионов и АФК, показано, что гибель бактерий может быть 

связана с микрогальваническим взаимодействием бактерий с поверхностью 

покрытий TiCaPCON, декорированной наночастицами.  

5. Методом плазменного электролитического окисления и 

последующей ионной имплантации получены покрытия на основе TiO2 

легированные Ca и P, и декорированные наночастицами Ag и Pt. Определен 

оптимальный состав электролита и режим получения покрытий, 

обеспечивающий толщину покрытия 6–7 мкм, пористость 12,1 %, равномерное 

распределение однородных пор размером 1-2 мкм и содержание Ca и P равное 

6,3 и 4,8 ат.%, соответственно. Покрытия состояли из TiO2 (анатаз), в качестве 

основного компонента, и небольшого количества TiO2 (рутил), фосфата и 

ортофосфата кальция. Наночастицы Ag со структурой ядро-оболочка 

Ag@AgOx имели размер 3–6 нм, а наночастицы Pt, размером 10–20 нм, 

находились в металлическом состоянии. 

6. Исследования кинетики выхода элементов и эксперименты in vitro, 

в растворе, имитирующем внутреннюю среду организма показали, что 

вследствие быстрого выхода ионов Ca и P (соответственно 700 млн-1 и 300 млн-

1 через 72 часа) на поверхности ПЭО покрытий TiO2/(Ag,Pt) образуются 

кристаллиты кальций-фосфатной фазы, что свидетельствует об их 

биоактивности. Установлено, что после УФ-облучения в течение 1 ч (условия 

стерилизации образцов перед антибактериальными тестами) максимальная 

концентрация АФК составляла 2750 (TiO2), 3960 (TiO2/Pt) и 4565 нмоль/см2 

(TiO2/Ag). 

7. ПЭО покрытия TiO2/Ag и TiO2/Pt показали быстрый выход ионов 

Ag и Pt в первые 3 часа до концентрации 0,45 млн-1 и 0,08 млн-1, после чего 

выход ионов замедлился. На основе результатов биологических испытаний 

сделано заключение о том, что ярко выраженный бактерицидный эффект 
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связан с воздействием на клетки бактерицидных ионов Ag и образующихся 

АФК. На примере образца, выдержанного в физиологическом растворе в 

течение 24 часов продемонстрирована длительная антибактериальная 

активность покрытий TiO2/Ag. 

8. Установлены закономерности влияния бора (8, 11 и 15 ат.%) на 

структуру, состав, электрохимические и биологические свойства покрытий 

TiCaPCON. Структурный анализ показал образование борсодержащих фаз 

TiB2, BN и BNxOy в покрытиях. Введение бора не сильно влияло на потенциал 

свободной коррозии и плотность анодного тока покрытий. После начальной 

линейной зависимости выхода ионов бора от времени в течение 12 часов 

наблюдается замедление выхода ионов. Несмотря на относительно высокую 

концентрацию ионов бора, которая достигалась через 3 дня и составляла 90 

млн-1 (8% В) и 150 млн-1 (11 и 15ат.% В), образцы не показали 

антибактериальной активности во время биологических испытаний, но 

являлись биоактивными.   

9. Биологические испытания, проведенные в ГНЦ прикладной 

микробиологии и биотехнологии показали, что покрытия TiCaPCON, 

имплантированные Ag, обладают ярко выраженной антибактериальной 

активностью в отношении бактериальных штаммов кишечной палочки (95% 

через 3 часа) и золотистого стафилококка (100% через 8 часов) при малой 

концентрации ионов серебра 0.11-0.3 млрд−1. Коме того, покрытия TiCaPCON, 

имплантированные Zn, проявили бактерицидную активность против бактерий 

E. coli (80% через 3 часа) при концентрации ионов Zn 15 млрд−1. Покрытия 

TiCaPCON-Ag и TiCaPCON-Zn полностью деактивировали оба типа 

бактериальных штаммов через 24 часа. Все покрытия системы TiCaPCON-

Pt,Fe инактивировали 97-100% бактериальных клеток E. coli U20 и 80-100% 

клеток S.aureus №839 (кроме образов TiCaPCON-Pt и TiCaPCON-Ptот). 

Некоторые покрытия также оказались эффективны в отношении E. coli K261, 

K. pneumoniae B1079k / 17-3, A. baumannii B1280A / 17, S. aureus № 839, S. 

epidermidis i5189-1, E. faecium Ya-235: VanA, E. faecium I-237: VanA. Покрытия 
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уничтожают 70-98% клеток E.coli U20  после предварительной выдержки в ФР 

в течение 24 часов. 

10. Биологические испытания, проведенные в ГНЦ прикладной 

микробиологии и биотехнологии, показали, что покрытия TiO2/Ag проявляют 

сильное бактерицидное действие в отношении штамма E. coli U20 

(чувствительного к антибиотикам), E. coli K261 (устойчивого к 

антибиотикам), S. aureus 839 и S. aureus 224/228 (устойчивый к метициллину) 

и препятствовали образованию биопленки. Образец TiO2/Pt проявил 

бактерицидную активность только в отношении штамма E. coli U20, но был 

антиадгезивным для штамма S. aureus 224/228. Покрытия TiCaPCON с 

верхним оксидным слоем (57% оксида бора (B2O3) и 43% субоксида бора 

(BOx)) показали высокую антибактериальную активность в отношении 

антибиотик-устойчивого штамма E. coli K261 и полностью предотвращали 

образование биопленки. 

11. Биологические испытания, проведенные в ФГБУ НМИЦ 

онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России, показали, что образцы 

покрытий TiCaPCON, модифицированные ионами Ag и Zn обеспечивают 

хорошую адгезию, распластывание и пролиферацию клеток остеобластов и 

поэтому не являются токсичными. Кроме того, покрытия TiCaPCON, 

декорированные наночастицами Ag и Zn продемонстрированы хорошие 

остеокондуктивные характеристики. Токсичное действие покрытий системы 

TiCaPCON-Pt,Fe в отношении лимфоцитов отсутствует. Биологические 

испытания также показали, что поверхность ПЭО покрытий на основе TiO2 

была адгезивной для остеобластов и способной поддерживать высокий 

уровень пролиферации клеток MC3T3-E1. Адгезия и пролиферация клеток 

также наблюдались на поверхности покрытий TiO2/Pt, однако количество 

клеток было немного ниже по сравнению с TiO2 без наночастиц. 

Цитосовместимость покрытий TiO2, TiO2/Ag и TiO2/Pt также была 

подтверждена МТТ-тестом. Покрытия TiCaPCON, модифицированные бором, 
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показали высокий уровень пролиферации, дифференцировки остеобластов и 

активности щелочной фосфатазы. 
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