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ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ 
И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА

®

УГЛЕРОД-УГЛЕРОДНЫЙ КОМПОЗИЦИОННЫЙ 
МАТЕРИАЛ КАК ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ ОСНОВА 
ДЛЯ ОРТОПЕДИЧЕСКИХ ИМПЛАНТАТОВ

Резюме

Цель. Определение цитосовместимости 
углерод-углеродных композиционных материа-
лов, а также возможность их импрегнации ван-
комицином. 

Материалы и методы. В исследование 
включены образцы углерод-углеродных компо-
зиционных материалов (УУКМ). Цитосовме-
стимость блоков УУКМ оценивали на культу-
ре эукариотических клеток линии Vero. Био-
пленки S.aureus ATCC 29213 (MSSA), S.aureus 
ATCC 43300 (MRSA), S.epidermidis ATCC 12228 
(MSSE), S.epidermidis ATCC 29887 (MRSE) 
формировали путем погружения стерильных 
тестируемых образцов УУКМ в питательную 
среду с бактериями. После суточной инкубации 
образцы промывали, помещали в УЗ-мойку, а 
затем выполняли посев соникационной жид-
кости методом секторных посевов. Для насы-
щения антибиотиком блоки УУКМ помещали 
в раствор ванкомицина, затем лиофилизирова-
ли при отрицательном давлении с постепенным 
нагревом. Наличие антимикробной активности 
полученных блоков изучали в отношении тех 
же эталонных культур стафилококков чашеч-
ным методом. Динамику элюции ванкомицина 
из УУКМ выполняли методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. 

Результаты. Анализ цитосовместимости по-

лученных образцов УУКМ показал, что клетка-
ми Vero в присутствии тестируемого материала 
сохраняют свою жизнеспособность. С учетом 
высокопористой структуры УУКМ с наличием 
значительного количества пор различного диа-
метра можно сделать предположение о возмож-
ной хорошей остеоинтеграции данного мате-
риала. Определено, что на образцах без допол-
нительной импрегнации антибактериальным 
препаратом эталонные штаммы стафилококков 
способны сформировать биопленку с достаточ-
ным для инициации инфекционного процесса 
количеством бактериальных клеток. Длитель-
ность антимикробной активности импрегниро-
ванных антибиотиком образцов в отношении 
эталонных штаммов стафилококков состави-
ла максимально 3 суток. Установлено, что по-
давляющее количество антибиотика элюирова-
ло в инкубационную среду из УУКМ в первые 
двое суток. 

Заключение. Таким образом, цитосовмести-
мость углерод-углеродного композиционного 
материала с эукариотичеcкими клетками в со-
вокупности с его пористостью и возможностью 
импрегнации образцов ванкомицином, позво-
ляют считать перспективной дальнейшую раз-
работку методики получения имплантатов с ан-
тимикробной активностью с целью их приме-
нения в клинической практике в условиях ин-
фекционного процесса, а также рассматривать 
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Abstract
Aim. To determine the cytocompatibility of car-

bon-carbon composite materials (CCCM) and as-
sess their ability to be im-pregnated with vanco-
mycin.

Materials and Methods. The study includ-
ed samples of carbon-carbon composite materials 
(CCCM). The cytocompatibility of CCCM blocks 
was evaluated using a culture of eukaryotic cells 
(Vero cell line). Biofilms of S. aureus ATCC 29213 
(MSSA), S. aureus ATCC 43300 (MRSA), S. epi-
dermidis ATCC 12228 (MSSE), and S. epidermidis 
ATCC 29887 (MRSE) were formed by immersing 
sterile test samples of CCCM into a nutrient me-
dium which contained bacteria. After 24-hour in-
cubation, the samples were washed, placed in an 
ultrasonic bath, and sonication fluid was inocu-lat-
ed using the sector method. To saturate the CCCM 
blocks with antibiotics, they were placed into a 
vancomycin solution and then lyophilized under 
negative pressure with gradual heating. The anti-
microbial activity of the resulting blocks was stud-
ied using the cup plate method against the same 
reference cultures of staphylococci. The dynamics 
of vancomycin elution from CCCM was investi-
gated using high-performance liquid chromatogra-
phy.

Results. Vero cells maintained their viability 
in the presence of the tested material. Considering 
the highly porous structure of CCCM and variable 
diameter of the pores, we suggested a good oste-
ointegration potential of this material. On the sam-
ples without an impregnation with an antibacterial 
drug, reference strains of staphylococci were able 
to form a biofilm with a sufficient number of bac-
terial cells to initiate an infectious process. The du-
ration of antimicrobial activity of the antibioticim-
pregnated samples against the reference staphylo-
coccal strains was up to 3 days. The majority of the 
antibiotic eluted from the CCCM into the incuba-
tion medium during the first two days.

Conclusion. The cytocompatibility and poros-
ity of CCCM in combination with a vancomycin 
impregnation makes this material promising for 
the fabrication of implants with antimicrobial ac-
tivity as well as tissue engineering con-structs.

Keywords: carbon material, antibacterial activi-
ty, implant, osteomyelitis.
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Введение
Травматология-ортопедия является областью 

медицины, в которой в подавляющем большин-
стве случаев оперативное вмешательство свя-
зано с имплантацией в организм пациента по-
стоянных (эндопротезы, кейджи и пр.) или вре-
менных (пластины, гвозди для остеосинтеза 
переломов и пр.) конструкций. Подавляющее 
большинство таких имплантатов выполняют 
из металлов и их сплавов, в ряде случаев с на-
несением покрытий для улучшения остеоин-
теграции. Искусственные заменители кости в 
последние годы оказались в центре внимания 
значительного количества исследований и раз-
работок, поскольку требуется нивелировать не-
достатки, связанные с трансплантацией алло-
кости или металлоконструкций, обеспечить за-
мещение костных дефектов и разработать спо-
собы придания имплантату антибактериальных 
свойств. Новые современные композиционные 
имплантаты должны быть биосовместимы, 
удовлетворять физико-механическим характе-
ристикам, а также легко обрабатываться для 
придания нужной формы [1].

С учетом ежегодного роста количества эндо-
протезирований крупных суставов, установки 
в подавляющей доле случаев различных кон-
струкций при остеосинтезе переломов, опера-
циях на позвоночнике и других вмешательствах 
на опорно-двигательном аппарате, актуальным 
остается вопрос разработки эффективных ме-
тодов лечения периимплантной инфекции и 
остеомиелита. Данная проблема имеет важное 
значение для практического здравоохранения, 
поскольку эффективность ее решения опреде-
ляет исход лечения и последующую трудоспо-
собность пациента [2].

Остеомиелит – одна из наиболее тяжелых 
инфекционных патологий в современной трав-
матологии и ортопедии, которой могут быть 
подвержены люди любого возраста, что обусла-
вливает неоспоримую социальную значимость 
данной нозологии. Одними из основных возбу-
дителей остеомиелита являются стафилококки, 
среди которых Staphylococcus aureus – наибо-
лее значимый. Способность S. aureus формиро-
вать биопленки на костной и других тканях, ин-
фицировать остеоцитарно-лакунарно-каналь-
цевую сеть кортикальной кости, обеспечива-
ют длительное существование патогена в очаге 
воспаления и приводят к хроническому тече-
нию остеомиелита [3, 4]. Хирургическое ле-
чение хронического остеомиелита в 20%–30% 

случаев заканчивается рецидивом и в 16,75% – 
ампутацией конечности [5]. Радикальная некр-
секвестрэктомия в ходе радикальной обработки 
гнойного очага неизменно приводит к форми-
рованию дефектов костной ткани или увеличе-
нию их объема. В подавляющем большинстве 
случаев такие дефекты требуют замещения для 
сохранения функции костей и суставов. 

Возможность применения в медицине ком-
позиционных материалов на основе углерода 
изучают в течение нескольких десятков лет. За 
это время было показано, что упругие свойства 
углерод-углеродного композита близки к кост-
ной ткани, что позволяет оптимизировать на-
грузку в области соединения кости и биомате-
риала без возникновения зон критического на-
пряжения [6]. 

Углеродные материалы являются полупро-
водниками с равномерным распределением 
электронов внутри них и локализацией заря-
да на поверхности, что обеспечивает притяже-
ние белковых структур и клеток к поверхно-
сти углеродного материала [7]. Это определя-
ет возможность дополнительной импрегнации 
углеродных материалов различными соедине-
ниями с антибактериальными свойствами для 
дальнейшей разработки методов применения 
имплантатов на основе углерода не только как 
остеозамещающих конструкций, но и с целью 
локальной антибактериальной терапии в усло-
виях инфекционного очага. 

Цель исследования
Определение цитосовместимости углерод- 

углеродных композиционных материалов, а 
также возможность их импрегнации ванкоми-
цином.

Материалы и методы
В исследование включены образцы угле-

род-углеродных композиционных материалов 
(УУКМ). Данный материал представляет со-
бой армирующий каркас из углеродных воло-
кон, связанных пиролитическим углеродом ма-
трицы, и изготовлен в соответствии с патентом 
РФ N 2089494 и ТУ 9390-011-46772251-98. Из 
полученного материала формировали образцы 
кубической формы и размером 5×5×5 мм.

Оценка цитотоксичности. Клетки линии 
Vero культивировали в модифицированной 
среде Dulbecco с высоким содержанием глю-
козы, L-глутамина, пирувата натрия, эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (10 %), пеницил-
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Рисунок 1.  
Готовые блоки УУКМ. 

Figure 1.
Carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) blocks.

Рисунок 2.  
Зоны подавления 
роста бактерий в 
месте нанесения ка-
пель инкубационно-
го раствора с образ-
цами через 24 часа 
инкубации.

Figure 2.
Zones of bacterial 
growth inhibition af-
ter the 24-hour appli-
cation of the vanco-
mycin released from 
the carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) samples.

лина 100 Ед/мл и стрептомицина 100 мг/мл 
(Servicebio, Китай). Клетки разделяли каждый 
третий день в соотношении 1:5. Цитосовме-
стимость блоков УУКМ оценивали после за-
севания 5x104 клеток/блок Vero в образцы био-
материала. Через 96 часов в лунки добавляли 
раствор 3-(4,5 диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нилтетразолия бромида (МТТ) (Merck, Герма-
ния) в конечной концентрации 1 мкг/мл и ин-
кубировали 3 часа. Далее кубы УУКМ высу-
шивали на фильтровальной бумаге в течение 
1 мин и переносили в 1 мл ДМСО. Планшеты 
инкубировали еще 5 мин в шейкере со скоро-
стью 200 об/мин. Оптическую плотность изме-
ряли в 100 мкл полученного раствора от каж-
дого образца на спектрофотометре INNO-X 
(LTek, Южная Корея). Блоки УУКМ без кле-
ток использовали в качестве контроля. Опре-
деляли разницу OD при длине волны 570 и  
640 нм с вычитанием сигнала пустых лунок. 
Эксперименты повторяли 3 раза, каждый в 
трех повторностях.

Микрофотографии образцов УУКМ выпол-
няли на сканирующем электронном микроско-
пе (СЭМ) MINI SEM A5100 (КНР). 

Исследование биопленкообразования. Био-
пленки эталонных штаммов S.aureus ATCC 
29213 (MSSA), S.aureus ATCC 43300 (MRSA), 
S.epidermidis ATCC 12228 (MSSE), S.epidermidis 
ATCC 29887 (MRSE) формировали путем погру-
жения стерильных тестируемых образцов УУКМ 
в 3 мл LB-бульона, содержащего 1х107 КОЕ/мл 
бактерий. В качестве контроля образцы погружали 
в стерильный LB. Инкубировали при температуре 
37ºС в течение 24 часов, после чего планктонную 
культуру удаляли, образцы дважды промывали фи-
зиологическим раствором и высушивали. Образ-
цы переносили в 1 мл физиологического раствора 
в пробирки типа эппендорф и помещали в УЗ-мой-
ку на 5 мин при 370 С. Далее содержимое пробирок 
перемешивали с помощью вортекса и 100 мкл со-
никационной жидкости засевали на поверхность 
агара Мюллера-Хинтона методом секторных по-
севов. Чашки инкубировали 18 часов при 35ºС и 
затем выполняли подсчет выросших колоний.

Импрегнация образцов. Для насыщения 
образцов антибиотиком блоки УУКМ (рису-
нок 1) помещали в 20% раствор ванкомици-
на и осуществляли импрегнацию в среде с 
постепенным снижением давления до 4,5hPa 
(0,00444 atm) в течение 60 минут. Затем блоки 
лиофилизировали в сублимационной установ-
ке HETO PowerDry PL3000 (Дания) при отри-
цательном давлении с постепенным нагревом 
от -40º С до +40º С, нагревание на +20º С про-
исходило каждые 8 часов, общее время 40 ча-
сов (5 этапов нагрева по 8 часов).
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Оценка антимикробной активности. Нали-
чие антимикробной активности полученных 
блоков изучали в отношении тех же эталонных 
культур. Готовили взвесь тестируемых штаммов 
с оптической плотностью 0,5 по McF, наносили 
ватным тампоном на поверхность агара Мюл-
лера-Хинтона. На полученный бактериальный 
газон вносили по 10 мкл суточного надосад-
ка в трех повторах и инкубировали 18–24 ч.  
при 37оС. Формирование зоны подавления ро-
ста в месте нанесения капли надосадка расце-
нивали как наличие достаточной концентрации 
ванкомицина для подавления роста бактерий 
(рисунок 2). 

Ежедневно надосадок сливали и в пробир-
ку с образцом вносили свежий буферный рас-
твор. Процедуру повторяли до получения отри-
цательных результатов. 

Оценка элюции ванкомицина. Концентрацию 
ванкомицина в инкубационном растворе с об-
разцами УУКМ определяли методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии на при-
боре SHIMADZU, колонка Shim-pac HR-ODS 
(Япония). Из пробирок с образцами 1 мл инку-
бационного раствора переносили в пробирки 
и центрифугировали 5 минут, 13 000 об./мин.  
Затем надосадок переносили в виалу и поме-
щали в хроматограф. Объем вводимой про-
бы – 100 мкл. Скорость потока 0,45 мл/мин. 
Продолжительность анализа 25 мин. Время 
удержания ванкомицина на хроматограмме –  
8,5 минуты. Инкубационный раствор разводи-
ли в 10–10000 раз и полученные результаты ум-
ножали на коэффициент разведения. Анализ 
полученных хроматограмм выполняли в про-
грамме LabSolutions. Динамику элюции ванко-
мицина оценивали по концентрации ванкоми-
цина в надосадке каждые сутки инкубации, при 
которых присутствовала зона задержки роста 
эталонных штаммов стафилококков.

Статистический анализ. Результаты бы-
ли проанализированы с помощью программы 
GraphPad Prism 9.0 (США). Данные представ-
лены в виде средних значений со стандартны-
ми отклонениями. Сравнение оптической плот-
ности проводили t-тестом Уэлча. Статистиче-
ски значимыми различия считали при значении 
p менее 0.05.

Результаты
Анализ цитосовместимости полученных об-

разцов УУКМ в экспериментах ex vivo на куль-
туре эукариотических клеток линии Vero пока-

зал, что оптическая плотность раствора после 96 
часов культивирования клеток в блоках УУКМ 
была значительно выше контрольных блоков 
без клеток (рисунок 3), что свидетельствует о 
сохранении жизнеспособности клетками Vero в 
присутствии тестируемого материала.

С учетом высокопористой структуры поверх-
ности образцов (рисунок 4) с наличием значи-
тельного количества пор различного диаметра 
можно сделать предположение о возможной хо-
рошей остеоинтеграции образцов УУКМ.

Установлено, что на поверхности тестируе-
мых образцов без дополнительной импрегна-
ции антибактериальным препаратом эталон-
ные штаммы бактерий способны сформиро-
вать биопленку с достаточным для инициации 
инфекционного процесса количеством бакте-
риальных клеток. Количество стафилококков 
в составе 24-часовых биопленок на поверхно-
сти образцов, составило в среднем 1×108 КОЕ/
мл вне зависимости от вида бактерии (табли-
ца 1). 

Рисунок 3.  
Рост клеток Vero 
в блоках УУКМ.

Figure 3.
Growth of Vero cells 
in carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) samples.

Таблица 1. 
Количество сесиль-
ных бактерий 
на поверхности об-
разцов УУКМ. 

Table 1. 
Bacteria on the 
surface of CCCM 
samples (CFU/ml).

Штамм / Strain КОЕ/мл / CFU/mL

S. aureus ATCC 29213 (MSSA) 1×108

S. aureus ATCC 43300 (MRSA) 1×108

S. epidermidis ATCC 12228 (MSSE) 1×108

S. epidermidis ATCC 29887 (MRSE) 1×108

Предложенная методика импрегнации те-
стируемого материала ванкомицином позволи-
ла получить образцы УУКМ с антистафилокок-
ковыми свойствами, при этом длительность ан-
тимикробной активности импрегнированных 
антибиотиком образцов в отношении эталон-
ных штаммов бактерий составила максимально 
3 суток (рисунок 5).
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Подавляющее количество антибиотика элю-
ировало в инкубационную среду из образцов 
УУКМ в первые двое суток (рисунок 6). Ес-
ли в первые сутки средняя концентрация ван-
комицина в инкубационном растворе была  
27283 мкг/мл, то уже на третьи сутки данный 
показатель снизился более чем в 150 раз и со-
ставил 165,6 мкг/мл, что, однако, в сотни раз 
превышает минимальную ингибирующую кон-
центрацию препарата для большинства грампо-
ложительных кокков.

Рисунок 5.  
Длительность анти-
микробной активно-
сти импрегнирован-
ных ванкомицином 
образцов УУКМ.  

Figure 5.
Duration of 
antimicrobial activity 
of carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) impregnated 
with vancomycin 
(days).

Рисунок 6.  
Элюция ванкоми-
цина из образцов 
УУКМ.   

Figure 6.
Elution of vancomycin 
from carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) samples.

Рисунок 4.  
СЭМ поверхности 
образцов УУКМ.

Figure 4.
Scanning electron 
microscopy of 
carbon-carbon 
composite material 
(CCCM) samples.
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Обсуждение
Существующие данные об использовании 

имплантатов на основе углерода показыва-
ют их успешное применение для накостного 
остеосинтеза при переломах, ограниченных 
и обширных дефектах костей в челюстно-ли-
цевой хирургии, при черепно-мозговых трав-
мах, а также в ряде других травматолого-ор-
топедических патологий [8]. Известно также, 
что углеродные имплантаты, характеризую-
щиеся механическими свойствами, превыша-
ющими нативную кость, могут быть успеш-
но использованы в качестве резервуаров (де-
по, источников) антибактериальных веществ. 
Так, Беляков М. В. с соавторами использовали 
углеродный имплантат с рифампицином для 
лечения 28 больных спондилитом (18 – с ту-
беркулезным, 10 – с гематогенным остеомие- 
литом). Применение таких имплантатов не 
только способствовало длительному сохра-
нению лечебных концентраций препарата в 
труднодоступных для направленного действия 
зонах патологии, но и позволило снизить риск 
побочных эффектов, связанных с возможным 
системным действием препарата [2]. 

Необходимо понимать, что для успешного 
лечения хронического остеомиелита концен-
трация антибактериального препарата в оча-
ге инфекции должна превышать минималь-
ные ингибирующие концентрации в течение 
как можно более длительного времени. Дости-
жение продленной элюции действующего ве-
щества из имплантата позволит предупреж-
дать возможные рецидивы хронического осте-
омиелита, что может улучшить качество жиз-
ни пациентов, а также снизить экономические 
затраты системы здравоохранения на лечение 
профильных пациентов. В экспериментах in 
vivo показано, что углеродные имплантаты, 
импрегнированные различными антибиотика-
ми (цефазолин, цефоперазон/сульбактам), со-
храняли свою активность против S. aureus бо-
лее 20 суток [9].

Помимо антибактериальных препаратов, на 
поверхность углерод/углеродных композитов 
могут быть нанесены ионы различных метал-
лов, в частности серебра. Жуковский с соав-
торами продемонстрировали выраженные ан-
тистафилококковые свойства материала на ос-
нове углерода при 2%-ном содержании частиц 
серебра на поверхности [10].

Основными критериями при дополнитель-
ном насыщении во время подготовки образцов 

являются контроль размера пор и пористости, 
поддержание хорошей дисперсии противоми-
кробных агентов и в то же время недопуще-
ние чрезмерной нагрузки действующими ве-
ществами [11, 12]. При этом импрегнация ан-
тибактериальными препаратами, антисепти-
ками, наночастицами металлов не должна 
ухудшать их биосовместимость. Спектр ан-
тибактериального действия образцов на осно-
ве углерода будет обусловлен используемым 
для импрегнации препаратом. Разработанные 
и изученные нами образцы дополнительно со-
держали ванкомицин – препарат выбора при 
лечении инфекций, вызванных устойчивыми 
к метициллину стафилококками. Так, допол-
нительное насыщение обеспечивало выражен-
ный антибактериальный эффект в отношении 
эталонных штаммов S. aureus и S. epidermidis 
до трех суток. Динамика элюции ванкомици-
на из образцов УУКМ показала, что в даль-
нейшем необходима модификация параметров 
импрегнации для более равномерного и дли-
тельного высвобождения действующего веще-
ства из УУКМ.

В своей работе Díez-Pascual AM описыва-
ет современное состояние проблемы антибак-
териальных свойств углеродных наноматери-
алов и отмечает, что наличие антимикробной 
активности самого материала зависит от раз-
мера частиц, матрицы и других его физиче-
ских характеристик [7]. В выполненном нами 
исследовании тестируемые образцы УУКМ 
без дополнительной импрегнации антибиоти-
ком не обладали антибактериальной активно-
стью. 

Биоматериалы на основе углерода известны 
своей высокой цитосовместимостью [13], что 
подтвердили и результаты нашей работы. Ba-
jaj с соавторами выявили повышенную диффе-
ренцировку миобластов скелетных мышц, вы-
ращенных непосредственно на графене и его 
производных [14]. В исследованиях in vitro Pa-
retsis NF с соавторами регистрировали высо-
кую жизнеспособность клеток линии Vero и 
стволовых клеток в композитных нанотруб-
ках, содержащих углерод [15]. В более раннем 
исследовании Ryoo S.R. и соавторами уста-
новлено, что клетки фибробластов хорошо ра-
стут на трубках, покрытых графеном и угле-
родными нанотрубками. При этом авторы от-
мечают, что эффективность трансфекции ге-
нов клеток, выращенных на субстратах, была 
повышена до 250% по сравнению с клетками, 
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выращенными на покровном стекле [16].
Imaninezhad M. с соавторами установили, 

что механизм прикреплении, роста и выжива-
ния клеток на поверхности углерода связан с 
трансмембранными белками-интегринами и 
происходит за счет их взаимодействия с фи-
бронектином, адсорбированным на поверхно-
сти биоматериала [17]. Кроме того, отмечено, 
что материалы на основе углерода демонстри-
руют остеоиндуктивные и остеокондуктивные 
свойства при регенерации костной ткани in vi-
vo [18]. Жизнеспособность клеток Vero при 
заселении тестируемых образцов в нашем ис-
следовании указывает на потенциальную воз-
можность использования УУКМ в тканевой 
инженерии. 

Таким образом, установленная в ходе про-
веденного исследования цитосовместимость 
углерод-углеродного композиционного мате-
риала с эукариотическими клетками в сово-
купности с его пористостью и возможностью 
импрегнации образцов ванкомицином позво-
ляют считать перспективной дальнейшую раз-
работку методики получения имплантатов с 
антимикробной активностью с целью их при-
менения в клинической практике в условиях 
инфекционного процесса, а также рассматри-

вать УУКМ как основу для получения ткане-
инженерных конструкций. Однако требуются 
дальнейшие исследования, направленные на 
оптимизацию методик импрегнации УУКМ, 
обеспечивающих большую продолжитель-
ность высвобождения антибиотика, оптимиза-
цию концентрации заселяемых клеток при со-
хранении их высокой жизнеспособности. Так-
же необходима проверка возможности остео-
генной дифференцировки мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток в образ-
цах УУКМ.
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