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В системе in vitro исследована ферментативная активность миелокариоцитов крыс в суточной жидкой культуре на 
пластике после воздействия недельных экстрактов титановых дисков с биоинертным (металлокерамическим) либо 

биоактивными (кальций-фосфатными) покрытиями. Установлено, что наличие кальций-фосфатного слоя меняет 

биохимический ответ клеток на продукты длительного физико-химического растворения  имплантатов в 
стерильном физиологическом растворе. Отмечается повышение соотношения щелочной и кислой фосфатаз 

(индекс фосфатаз) в межклеточной среде по сравнению с биоинертным изделием. Оптимальным эффектом 

обладали экстракты имплантатов с кальций-фосфатным стеклокерамическим слоем, полученным по шликерной 
технологии. Представленная модель может использоваться для прогнозирования поведения имплантатов в кости 

при остеосинтезе. 

Ключевые слова: кальций-фосфатные покрытия, экстракты имплантатов, супернатанты, ферменты, in vitro 

Enzymatic activity of rat myelokaryocytes has been studied in vitro in 24-hour liquid culture on plastic material after 

influence of week extracts from titanium disks with bioinert (metalloceramic) or bioactive (calcium phosphate) coatings. 

Presence of calcium phosphate layer has been established to change biochemical reply of cells to products of long 
physicochemical dissolution of implants in sterile saline. Increase in alkaline and acid phosphatase correlation (phosphatase 

index) in intercellular medium is noted in comparison with bioinert ware. The extracts of implants with calcium phosphate 

glass-ceramic coating produced by slip manner had an optimal effect. The model presented may be used to predict the 
implant behavior in bone under osteosynthesis.     

Keywords: calcium phosphate coatings, extracts from implants, supernatants, enzymes, in vitro 

 

В настоящее время различные биоматериалы 

(металлы, полимеры, керамика, композиты) на-

ходят все более широкое распространение в ме-

дицине [12]. В травматологии и ортопедии осо-

бое внимание уделяется кальций-фосфатам бла-

годаря их высокой способности к интеграции с 

костной тканью [7, 13, 20]. При этом отмечает-

ся, что при взаимодействии биоматериалов с 

тканями организма значение их структурных и 

химических  свойств, определяющих процессы 

биодеградации [2, 3, 14], известно недостаточно 

[22]. Биодеградацию имплантатов можно моде-

лировать in vivo и in vitro за счет физико-

химического и биохимического растворения 

материала в агрессивных жидкостях и/или по-

средством биорезорбции, осуществляемой кле-

точными системами организма (макрофагами, 

остеокластами). Однако чувствительность ана-

лизов in vitro выше, чем in vivo [18]. Щелочная 

и кислая фосфатазы являются важными марке-

рами процессов, протекающих в костной ткани 

[10] и на границе раздела имплантат/кость [17]. 

Наиболее распространены исследования фер-

ментативной активности клеток при их прямом 

контакте с искусственными поверхностями [15], 

моделирующие местные реакции на импланти-

руемые изделия. Ранее нами была установлена в 

эксперименте возможность системной минера-

лизации костной ткани в ответ на введение им-

плантатов с кальций-фосфатными покрытиями 

[4], опосредованной, по-видимому, усилением 

химических сигналов и биохимических путей 

дальноранговой регуляции костеобразования  

при активном растворении имплантируемых 

изделий, составляющем основу концепции био-

активности материалов [14]. В связи с этим изу-

чение in vitro ферментативного ответа клеток 

костного мозга на продукты деградации биосо-

вместимых имплантатов с модифицированной 

поверхностью, активно применяемых в ортопе-

дической практике [5], представляло несомнен-

ный интерес. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Эксперименты проводились в осенне-зимний 

период с использованием биологического мате-

риала – 6 крыс-самцов линии Wistar массой 200-

300 грамм (виварий НИИ кардиологии ТНЦ СО 

РАМН). До начала исследования эксперимен-

тальных животных выдерживали в течение не-

дели на обычном пищевом рационе. Крыс 

умерщвляли эфирным наркозом, выделяли ко-

стный мозг бедренных костей и культивировали 

миелокариоциты на пластинке в концентрации 

510
6
 /мл в течение 24 часов при 37

о
С в жидкой 

культуральной среде (2 мл) следующего соста-

ва: 280 мг/л L-глутамина (Sigma), 80 мг/л гента-

мицина сульфат, 5% эмбриональной телячьей 

сыворотки (ICN), 95% RPMI-1640 (Sigma). 

Тестируемые имплантаты (по 3 изделия на 

группу) формировали, как описано ранее [4], из 

титановых дисков марки ВТ-6 диаметром 12 мм 

и толщиной 0,5 мм с нанесением следующих 

типов двусторонних покрытий: биоинертное 

(металлокерамическое) покрытие (МК), нане-

сенное анодно-искровым способом в 10% рас-

творе фосфорной кислоты; биоактивное, каль-

ций-фосфатное плотное (КФП) покрытие, нане-

сенное микродуговым способом в растворе 10% 

фосфорной кислоты и гидроксилапатита (тол-

щина 10-20 мкм); биоактивное, кальций-

фосфатное стеклокерамическое (КФС) покры-

тие, нанесенное по шликерной технологии и 

отожженное при 600
о
 С (толщина 150-200 мкм).  

Экстракты имплантатов (общая площадь 2-х 

поверхностей каждого диска 226 мм
2
) получали 

согласно требованиям ISO 10993-5 (1992 г.) в 

условиях их длительного культивирования в 4 

мл 0,9% стерильного раствора хлорида натрия 

при 37С. Половину растворов забирали на 1, 2, 

3, 4 и 7-ю недели экстрагирования с последую-

щим добавлением свежего растворителя в объе-

ме 2 мл, разливали по 1 мл в пластиковые кон-

тейнеры и хранили при -16С. 

Экстракты тестировали в краткосрочной 

культуре миелокариоцитов на пластинке в ко-

личестве ¼ (0,5 мл) от общего объема клеточной 

взвеси. Через 24 часа собирали кондиционные 

среды (супернатанты) путем центрифугирова-

ния взвеси неприлипающих клеток при 500 G в 

течение 10 мин. В надосадочной жидкости оп-

ределяли активности щелочной (Alkaline Phos-

phatase, ALP) и кислой (Acid Phosphatase, ACP) 

фосфатаз с помощью стандартных наборов “но-

вофосфал” и “фосфацид-ново” фирмы “ВЕК-

ТОР-БЭСТ” (г. Новосибирск) при фотометрии 

на длине волны 400-420 нм. 

Статистическую обработку результатов про-

водили согласно непараметрическим U-

критерию Вилкоксона-Манна-Уитни (РU) и Т-

критерию Вилкоксона (РТ). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Модификация поверхности титановых им-

плантатов посредством нанесения биоактивных 

(кальций-фосфатных) или биоинертных покры-

тий призвана улучшать биосовместимость им-

плантатов, в том числе [2, 23]: 1) предотвратить 

либо уменьшить выход металла и примесей из 

титана и его сплавов в ткани, т.е. улучшить кор-

розионную стойкость изделия; 2) предотвратить 

протекание электрохимических реакций на гра-

нице имплантат/ткань, ухудшающих его инте-

грацию (концепция биоинертности); 3) способст-

вовать взаимодействию имплантата с живой тка-

нью за счет стимуляции биохимических (биоло-

гических) процессов (концепция биоактивности). 

Кислая фосфатаза – лизосомальный фермент – 

в костной ткани считается  маркером главным 

образом остеокластов, обладает как гидролитиче-

ской функцией (отщепление фосфатного радикала 

от молекулы эфиров фосфорной кислоты), так и 

трансферазной (перенос свободного фосфатного 

радикала на акцептор) с оптимумом рН от 3,5 до 

5,5 [8,10]. Большинство ядросодержащих клеток 

костного мозга, включая остеобласты, демонсти-

руют определенную положительную реакцию на 

фермент [11]. АСР участвует в резорбции мине-

рального матрикса кости, ее активность регулиру-

ется уровнем кальция в среде по типу отрицатель-

ной обратной связи [10]. Кроме того, различные 

концентрации титана способны стимулировать 

кислую фосфатазу [16]. 

Выполненные эксперименты показали 

(табл. 1), что экстракты МК покрытия на титане 

значительно (практически в 3 раза) повышают 

активность АСР к 7-й неделе наблюдения, что 

может быть обусловлено “старением“ (деграда-

цией) имплантатов в растворителе, приводящим 

к постепенному выходу титана в раствор. Экс-

тракты титановых имплантатов с кальций-

фосфатными покрытиями достоверно (РU<0,05) 

снижали активность фермента в межклеточной 

среде в различные сроки экстракции. Более то-

го, для КФС и КФП покрытий показатель ока-

зался сниженным (PT<0,05) в течение всего пе-

риода наблюдений (табл. 1).  

С одной стороны, это может свидетельствовать 

об уменьшении миграции титана и элементов 

сплава в раствор, обусловленном защитным каль-

ций-фосфатным слоем (концепция биоинертно-

сти). Ионы металлов и растворы сплавов способ-

ны ингибировать биохимическую (щелочная фос-

фатаза) и функциональную активность культиви-

руемых остеогенных клеток, оказывать цитоток-
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сическое действие [19]. С другой стороны, паде-

ние активности АСР может быть связано с раство-

рением кальций-фосфатного покрытия, выделени-

ем свободных ионов кальция [14], повышающих 

рН среды [21]. В свою очередь, это является од-

ним их механизмов активации другого фермента – 

щелочной фосфатазы.  

Выделяют пять тканеспецифических изофер-

ментов ALP (костный, печеночный, плацентар-

ный, кишечный, почечный), катализирующих 

гидролиз эфиров фосфорной кислоты при 

рН=9,0-10,0 [8]. Костный изофермент является 

маркером остеобластов, может отрываться от 

клеточной поверхности и связывать Са
2+

 [10]. В 

костном мозге сильная активность фермента 

также отмечена в стромальных клетках, включая 

остеобласты. Молодые гранулоцитарные клетки, 

эритробласты, мегакариоциты, лимфоциты и мо-

ноциты дают отрицательную реакцию [11]. 

В наших экспериментах на культуре костно-

го мозга активность ALP в межклеточной среде 

возрастала в следующем ряду: MК покрытие 

(средняя скорость прироста недельной активно-

сти 2,5 Е/л) < КФС покрытие (8,1) < КФП по-

крытие (18). Возрастание толщины кальций-

фосфатного слоя вызывало и повышение актив-

ности фермента (в 1,5-2,5 раза) с достижением 

статистических различий с металлокерамикой к 

3-й и 7-й неделям исследования (табл. 2). 

Точно неизвестно, как ALP вовлекается в 

процесс минерализации костного матрикса. Счи-

тается, что фермент обеспечивает дефосфорили-

рование фосфопротеинов, гексозофосфатов, гли-

церофосфатов. Это вызывает локальное увеличе-

ние фосфатных ионов, они взаимодействуют с 

Са
2+

 и образуют кальций-фосфатные соединения. 

КФ выпадают в осадок и преобразуются в кри-

сталлы апатитов, в результате чего происходит 

минерализация органического матрикса [1, 10].  

Соотношение активностей щелочной и ки-

слой фосфатаз (индекс фосфатаз, ИФ) может 

служить маркером активности процессов остео-

генеза и резорбции кости [9]. В исследованиях 

in vitro он может быть прогностическим факто-

ром поведения имплантата в кости (фикса-

ция/расшатывание). Наши эксперименты пока-

зали, что ИФ в культуре костного мозга после 

добавления недельных экстрактов от различных 

типов имплантатов постепенно снижается 

(табл. 3). Тем не менее КФС покрытие, в отли-

чие от КФП слоя, достоверно (PT<0,05) тормо-

зит данный процесс по сравнению с биоинерт-

ными имплантатами на протяжении всего пе-

риода наблюдений. 

Таблица 1. 
Активность кислой фосфатазы в супернатантах клеток костного мозга при добавлении недельных экстрактов им-

плантатов с различными типами покрытий, Х 

Покрытие на имплантатах 
Активность кислой фосфатазы, Е/л 

1 неделя 2 неделя 3 неделя 4 неделя 7 неделя Рт 

Кальций-фосфатное, стеклокерамическое 
0,183* 

n=6 

0,214 

n=6 

0,305 

n=5 

0,396 

n=6 

1,006* 

n=6 

 

<0,05 

Кальций-фосфатное, плотное 
0,305 

n=5 

0,183 

n=6 

0,336 

n=6 

0,426 

n=6 

1,280 

n=6 

 

<0,05 

Металлокерамическое 
0,487 

n=6 

0,396 

n=6 

0,366 

n=6 

0,427 

n=6 

1,402 

n=6 

 

Примечание: здесь и в табл. 2-3: 

*) – достоверные (Pu<0,05) различия с металлокерамикой согласно U– критерию Вилкоксона-Манна-Уитни; Pт – достоверные раз-

личия с металлокерамикой согласно Т-критерию Вилкоксона. 

Таблица 2. 
Активность щелочной фосфатазы в супернатантах клеток костного мозга при добавлении недельных экстрактов 

имплантатов с различными типами покрытий, Х, Pu 

Покрытие на имплантатах 
Активность щелочной фосфатазы, Е/л 

1 неделя 2 неделя 3 неделя 4 неделя 7 неделя 

Кальций-фосфатное, стеклокерамическое 
96,87 

n=6 

92,03 

n=6 

106,55* 

n=5 

60,54 

n=6 

152,57* 

n=6 

Кальций-фосфатное, плотное 
38,75* 

n=5 

46,01* 

n=6 

48,43 

n=6 

82,34 

n=6 

111,40 

n=6 

Металлокерамическое 
77,48 

n=6 

101,71 

n=6 

42,02 

n=6 

62,96 

n=6 

111,39 

n=6 

Таблица 3. 
Динамика индекса фосфатаз в супернатантах клеток костного мозга при добавлении недельных экстрактов имплан-

татов с различными типами покрытий, Х, PT 

Покрытие на имплантатах 
Индекс фосфатаз 

1 неделя 2 неделя 3 неделя 4 неделя 7 неделя Рт 

Кальций-фосфатное, стеклокерамическое 529,34 430,05 349,34 152,88 151,66 <0,05 

Кальций-фосфатное, плотное 127,05 251,42 144,14 192,83 87,03  

Металлокерамическое 159,10 256,84 114,81 147,45 79,45  
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Данные модельного эксперимента говорят о 

преимуществах изделий с кальций-фосфатными 

покрытиями за счет позитивного влияния про-

дуктов их деградации на ферментативные про-

цессы, протекающие на границе раздела им-

плантат/костная ткань. По-видимому, оптими-

зация ферментативной реакции клеток на искус-

ственный материал (локальный эффект) являет-

ся одним из маркеров и, одновременно, одним 

из механизмов прочной и долговременной фик-

сации биоактивных имплантатов в костной тка-

ни по сравнению с биоинертными изделиями, 

отмеченной ранее in vivo [3, 6]. С другой сторо-

ны, усиление межклеточных биохимических 

сигналов может выполнять триггерную роль при 

системной минерализации костной ткани, за-

фиксированной в случае применения штифтов с 

кальций-фосфатным покрытием, выполненным 

по шликерному методу [4]. Данный феномен 

делает кальций-фосфатные технологии нанесе-

ния покрытий весьма перспективными в усло-

виях проведения остеосинтеза при остеопорозе.  
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