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Анодирование поверхности титановых имплантатов сопровождается формированием нанотрубок из 
диоксида титана, улучшающих процессы остеоинтеграции. Избыточная адгезия фибробластов на по-
верхности может привести к формированию фиброзной капсулы вокруг имплантата и его отторжению. 
Мы не выявили повышения уровня адгезии кожных фибробластов человека на поверхность анодиро-
ванного титана, что является благоприятной предпосылкой для использования титана с нанотрубчатой 
поверхностью в имплантологии.
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Титан является одним из наиболее часто исполь-
зуемых в медицине материалов для изготовления 
имплантатов [1]. Одной из главных проблем имп-
лантологии является биосовместимость импланти-
руемых материалов, выражающаяся в способности 
имплантата к формированию контакта с окружаю-
щими тканями, прежде всего с костной тканью, 
и минимизации реакций организма, которые могут 
привести к его отторжению [2].

Для улучшения контакта с клетками костной 
ткани поверхность имплантата подвергают топогра-
фическим и/или химическим модификациям. Ано-
дирование является одним из эффективных и недо-
рогих способов топографической модификации 
поверхности титанового имплантата. В результате 
электролитической реакции поверхность титана 
трансформируется в высокоориентированную струк-
туру, состоящую из плотно упакованных нанотрубок 
оксида титана [3]. Ряд исследований свидетельствует 

о высоком уровне биологической активности ано-
дированного титана. В частности, на его поверхности 
остеобласты имели более высокую скорость адгезии 
и пролиферации, а также интенсивность отложения 
минерализованного матрикса [4, 5].

Характер взаимодействия имплантата с клетками 
костной ткани является далеко не единственным 
фактором, определяющим его остеоинтеграцию. 
В процесс приживления имплантата вовлечены мно-
гие другие типы клеток, в частности клетки фибро-
бластического дифферона (фибробласты и мезенхи-
мальные стволовые клетки), мигрирующие в очаг 
воспаления, образующийся после имплантации, 
и участвующие в ремоделировании сформировав-
шихся отложений фибрина [6, 7]. Фибробласты при-
нимают непосредственное участие в приживлении 
имплантата, продуцируя компоненты внеклеточного 
матрикса и обеспечивая восстановление мягких тка-
ней. Фибробластоподобные клетки присутствуют 
также в области контакта имплантата с костной тка-
нью [6]. Избыточная пролиферация этих клеток и сек-
реция ими фибриллярных белков матрикса приводит 
к формированию фиброзной капсулы вокруг имп-
лантата с последующим его отторжением [8].

Ранее мы разработали технологию анодирования 
титана, позволяющую формировать на его поверхности 
нанотрубки одинакового диаметра (примерно 40 нм).
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Целью настоящего исследования явилась оценка 
адгезивной активности кожных фибробластов на 
нанотрубчатой поверхности анодированного титана.

Исходным материалом для получения линии кож-
ных фибробластов человека был фрагмент кожи 
площадью 0,5 см2, полученный хирургическим путём 
от донора после подписания им информированного 
согласия. Фибробласты из фрагмента кожи выделяли 
путём диссоциации в растворе коллагеназы. Выде-
ленные клетки выращивали в культуральных фла-
конах Т25 (“Nunc”, Дания) в СО2-инкубаторе (37 °C, 
5% СО2) до формирования монослоя плотностью 
70–90%. В качестве ростовой среды использовали 
смесь сред DMEM + F-12 (Gibco®, “ThermoFisher 
Scientific”, США) с добавлением 12% фетальной 
телячьей сыворотки (Gibco); 0,03% глутамина и ген-
тамицина (50 мкг/мл). При пересевах для снятия 
клеток с культурального пластика использовали 
0,25% раствор трипсина (Gibco®). В экспериментах 
использовали клетки 5–10 пассажей.

Перед анодированием пластины титана ВТ1-0 
размером 40 × 40 мм (толщина фольги 0,210 мм) про-
мывали изопропанолом. Анодирование производили 
в ячейке из фторопласта. Титановая пластина слу-
жила анодом, а платиновая —  катодом. В качестве 
электролита использовали раствор, содержащий 
фторид аммония (0,5 г на 50 мл воды). После ано-
дирования под напряжением 20 В в течение 1 часа 
диаметр нанотрубок составил примерно 40 нм. В эк-
сперименте использовали диски из титановой 
фольги с анодированной и с необработанной повер-
хностью диаметром 13 мм.

Для сравнительной оценки уровня адгезии 
фибробластов титановые диски раскладывали 
в чашки Петри (диаметр 35 мм) по 1 необработан-
ному диску и 1 диску с анодированной поверхностью 
в каждую. Для дополнительного контроля адгезии 
на культуральном пластике использовали чашки 
Петри с обработанной поверхностью (Nunclon™ 
Delta,) того же размера. В чашки вносили суспензию 
фибробластов в ростовой среде с плотностью посева 
3000 клеток/см2, после чего чашки помещали в СО2-
инкубатор. Через определённые промежутки вре-
мени клетки фиксировали для последующего окра-
шивания.

Фиксацию клеток для подсчёта их количества 
и оценки площади осуществляли с помощью 2,5% 
раствора глутарового альдегида. Цитоплазму клеток 
окрашивали FITC-фаллоидином (“Sigma-Aldrich”, 
США), ядра окрашивали 4′,6-диамиидно-2-фенил-
индолом (DAPI, “ThermoFisher Scientific”). Окра-
шенные диски и чашки Петри с клетками фотогра-

фировали при 100-кратном увеличении в 9 позициях. 
Фотографирование каждой позиции осуществляли 
в 2 каналах флуоресценции: флуоресценция изотио-
цианата флуоресцеина (FITC, для цитоплазмы 
и DAPI для ядер). Изображения анализировали с по-
мощью программы ImageJ.

Все эксперименты выполняли в 6 повторностях. 
Для оценки достоверности различий в количестве 
клеток и их площади при попарном сравнении трёх 
групп (анодированный титан, необработанный ти-
тан, культуральный пластик) использовали непара-
метрический критерий Ньюмена–Кейлса.

Сравнение уровня адгезии кожных фибробластов 
на поверхность анодированного и необработанного 
титана и культурального пластика осуществляли 
после фиксации клеток через 4, 8, 12 и 24 ч после 
посева.

Морфология клеток на анодированном титане, 
необработанном титане и культуральном пластике 
существенно не различалась, что свидетельствует 
о примерно одинаковой скорости адгезии фибро-
бластов на всех трёх типов поверхности.

Количество адгезированных фибробластов на 
поверхность обработанного и необработанного ти-
тана достоверно не различалось во всех временных 
точках. Необходимо отметить, что разница в коли-
честве клеток между культуральным пластиком 
и обоими типами титана также не была достоверной 
(рис. 1).

Значения площади клеток на поверхности плас-
тика и на поверхности титана достоверно различа-
лись лишь через 12 и 24 ч культивирования. Досто-
верные различия этого показателя между анодиро-
ванным и необработанным титаном мы зарегистри-
ровали только через 24 ч, и в этом случае разница 
составила лишь 1,4 раза (рис. 2).

Сведения о влиянии рельефности поверхности 
титана (в том числе и нанотрубок) на адгезию 
фибробластов неоднозначны. По данным [9], фор-
мирование нанотрубчатой поверхности не приводило 
к повышению уровня адгезии фибробластов кожи 
по сравнению с необработанным титаном. В других 
исследованиях, напротив, отмечено влияние на-
нотрубчатой поверхности на адгезию фибробластов. 
Так, в работе [10] анодирование титана, сопровож-
давшееся образованием нанотрубок, привело к зна-
чительному увеличению суммарной площади адге-
зированных на его поверхность фибробластов кожи 
[10]. В работе [11] было показано, что клетки куль-
туры фибробластов мыши на нанотрубчатой поверх-
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ности имели большее количество филоподий 
и большую их длину.

В проведённых нами экспериментах количество 
и средняя площадь фибробластов, адгезированных 
на титане с нанотрубчатой поверхностью, была не 
выше, чем на необработанной титановой поверх-
ности. При этом уровень адгезии фибробластов на 
обработанном культуральном пластике не превышал 
таковой на титане. Таким образом, формирование 
нанотрубчатой поверхности не способствовало из-
быточной адгезии фибробластов. Из полученных 
результатов можно сделать предварительный вывод, 
что формирование биосовместимой нанотрубчатой 
поверхности не должно приводить к избыточной 
колонизации титана фибробластами. Принимая во 
внимание роль фибробластов в отторжении имплан-

тата, это можно считать благоприятной предпосыл-
кой для успешной остеоинтеграции имплантата 
в живую ткань. Вместе с тем очевидна необходимость 
дальнейших исследований характера взаимодействия 
фибробластов с нанотрубками из диоксида титана.

Источник финансирования. Работа выполнена при 
частичном финансировании грантом РНФ 18–13–
00220.
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Рис. 2. Средняя площадь клеток, адгезированных на поверхность анодированного титана, необработанного титана 
и культурального пластика через 4, 8, 12 и 24 ч после посева. *p < 0,05.
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Рис. 1. Количество клеток (в среднем в одном поле зрения), адгезированных на поверхность анодированного ти-
тана, необработанного титана и культурального пластика через 4, 8, 12 и 24 ч после посева. Здесь и на рис. 2 M ± m, 
n = 6 для каждой группы.
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Anodization of titanium implants is accompanied by the formation of titanium oxide nanotubes improving 
osseointegration. An excessive fibroblast adhesion on the surface might lead to the formation of fibrous capsule 
resulting in implant rejection. In our research, we demonstrated that the adhesion activity of human dermal 
fibroblasts on anodized surface was not elevated, which is promising for the use of titanium with nanotube-layered 
surface for implantology.
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