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В статье представлены результаты анализа прижизненных наблюдений за животными для опре-
деления безопасности имплантатов с гидроксиапатитным покрытием, нанесенным разными спосо-
бами. Выполнили доклинические исследования на собаках. Животным под надкостницу большебер-
цовой кости помещали имплантаты в виде тонких пластин из титанового сплава Ti6Al 4V с кальций-
фосфатным напылением (опыт) и без биоактивного слоя (контроль). Напыление наносили: в группе 1 
методом микродугового оксидирования, в группе 2 – высокочастотным магнетронным распылением, 
в группе 3 – плазменным распылением. За животными наблюдали в течение 4 недель. Оценивали 
общее состояние, двигательную активность, характер потребления корма и воды. Регистрировали ча-
стоту дыхательных движений и сердечных сокращений, общую температуру и массу тела, локально 
изучали кровообращение в тканях. В течение эксперимента во всех группах со стороны основных си-
стем организма патологии или серьезных отклонений в состоянии здоровья собак выявлено не было. 
Не зарегистрировали достоверных изменений изучаемых показателей.  В опытных группах локально 
определили усиление кровотока как следствие умеренного повышения тонуса сосудистой стенки. Ре-
зультаты исследования подтверждают и дополняют имеющиеся сведения о биологической совмести-
мости кальцийфосфатных покрытий на металлических подложках. Отсутствие патологической реак-
ции организма свидетельствует о безопасности использования таких имплантатов при клинических 
исследованиях. Полученные результаты могут быть использованы как дополнительные и в качестве 
контрольных, при изучении степени безопасности биоактивных покрытий с различными физико-хими-
ческими свойствами их поверхности.

Работа выполнена в соответствии с планом научных исследований, в рамках программы НИР Го-
сударственного задания на 2018-2020 гг «Разработка и экспериментальное обоснование биоактивного ка-
стомизированного остеосинтеза».

введение
В настоящее время специалистами в об-

ласти травматологии и ортопедии ведется ак-
тивный поиск имплантационных материалов 
искусственного происхождения, которые могут 
создать достойную альтернативу костным ауто- 
и аллотрансплантатам. Они должны обладать 
биосовместимостью с костной и окружающими 
тканями, иметь остеокондуктивные и остеоин-
дуктивные свойства, являться матриксом для 
прорастания сосудов либо индукторами ангио-
генеза [1, 2, 3].

Необходимыми критериями обоснования 
использования новых видов имплантационных 
материалов являются результаты их доклини-
ческих испытаний. Основная цель таких иссле-

дований заключается в выявлении местной ре-
акции тканей и общего биологического ответа 
организма на тестируемые образцы [4].

Определение степени безопасности ис-
пользования таких изделий и материалов пред-
полагает прижизненное наблюдение за жи-
вотными на протяжении всего эксперимента и 
регистрацию сведений о возникновении каких 
- либо патологических отклонений, включая 
системные и местные реакции. Достаточно ин-
формативными в этом плане являются данные , 
касающиеся общего состояния эксперименталь-
ных животных, их двигательной активности, ха-
рактера потребления корма и воды, динамики 
изменения массы и общей температуры тела, 
а также основных параметров, отражающих 
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функцию сердечно-сосудистой и дыхательной 
систем. 

В доступной литературе нет сведений о 
результатах комплексной оценки общего био-
логического ответа организма на имплантаты с 
кальцийфосфатным напылением, в том числе в 
зависимости от способа его нанесения. 

Цель настоящего исследования: выпол-
нить анализ прижизненных наблюдений за 
животными для определения безопасности им-
плантатов с кальцийфосфатным покрытием, на-
несенным разными способами.

объекты и методы исследований 
В рамках доклинических исследований 

были выполнены 4 группы экспериментов (3- 
опытных, 1- контрольный). В качестве биологи-
ческой тест-системы были выбраны взрослые 
клинически здоровые беспородные собаки обо-
его пола в возрасте 1,5-2 года. Всем животным в 
условиях операционной под надкостницу боль-
шеберцовой кости помещали пластины из тита-
нового сплава Ti6Al 4V. Размер тестируемых об-
разцов составлял 2,0х1,0 см, толщиной 1,0 мм. 
Дополнительную иммобилизацию костей голе-
ни не выполняли.

В опытных группах поверхность пластин 
была покрыта слоем гидроксиапатита. Для этого 
в группе 1 (n=5) применяли метод микродугово-
го оксидирования (МДО), толщина покрытия со-
ставила 40 мкм. В группе 2 (n=5) – метод высоко-
частотного магнетронного распыления (ВЧМР) с 
толщиной покрытия 1,5 мкм. В группе 3 (n=5) на 
поверхность пластин был нанесен  полимерный 
композит на основе фторуглеродного пластика, 
наполненного мелкодисперсными фосфатами 
кальция (PL+CaP), толщина слоя была 100 мкм. 
Для его формирования применяли метод пнев-
матического распыления. В контрольной группе 
(n=5) использовали пластины без биоактивного 
покрытия. Тестируемые образцы были изготов-
лены на базе ФГАОУ ВО «Национальный иссле-
довательский Томский политехнический уни-
верситет».

Для достижения поставленной цели у жи-
вотных перед оперативным вмешательством, а 
также через 7, 14, 21 и 28 суток эксперимента 
отмечали внешний вид, поведенческие реак-
ции, интенсивность и характер двигательной 
активности, состояние волосяного и кожного по-
крова, окраску слизистых оболочек. Локально, в 
проекции имплантации тестируемых образцов 
визуально оценивали состояние  мягких тканей 
и методом фотоплетизмографии (ФПГ) изучали 
их кровоснабжение. 

Дополнительно в эти же периоды реги-
стрировали частоту дыхательных движений 
(ЧДД; дв/мин), частоту сердечных сокращений 
(ЧСС; уд/мин), общую температуру тела (t; °С)  и 
массу тела животных (кг). Показатель ЧДД опре-
деляли путем наблюдения за экскурсией груд-
ной клетки и подсчетом дыхательных движений 
в течение 1 минуты. Показатель ЧСС регистриро-
вали путем выполнения ЭКГ- исследования и од-
новременно выполняли ФПГ с использованием 
реографа-полианализатора РГПА-6/12 «РЕАН-
ПОЛИ» (НПКФ «МЕДИКОМ-МТД», Россия) и вхо-
дящих в комплект принадлежностей. Электро-
ды для снятия ЭКГ-потенциалов устанавливали 
во втором стандартном отведении. Общую тем-
пературу тела измеряли при помощи электрон-
ного термометра DT-622. Массу тела животных 
регистрировали с использованием весов элек-
тронных  ТВ_А. 

Исследования проводили в утренние часы 
перед первым кормлением. Температура возду-
ха в помещении во время проведения исследо-
ваний составляла 28,8 ± 0,1°С. 

При анализе параметров t, ЧДД и ЧСС в 
качестве физиологической нормы использовали 
результаты исследований, полученные перед на-
чалом эксперимента и известные литературные 
данные (интактная норма) , соответствующие 
животным аналогичного возраста и конституции 
(собаки средних пород). Таким образом, за нор-
му были приняты значения: t – 38,3-39,1°С, ЧДД 
– 10-25 дыхательных движений в минуту, ЧСС – 
60-120 ударов в минуту. При анализе изменения 
массы тела  животных в качестве нормы прини-
мали значения, полученные перед выполнени-
ем оперативного вмешательства. 

Полученные количественные данные под-
вергали статистической обработке с использо-
ванием программы AtteStat 13.1 (Россия). Для 
каждого анализируемого параметра определя-
ли средние значения (М) и стандартное откло-
нение (SD). Достоверность различий оценивали 
с помощью W-критерия Вилкоксона. Различия 
показателей считали достоверными при р≤0,05. 

При выборе основных периодов обследо-
вания руководствовались регламентирующими 
стандартами, относящимися к времени кратко-
временной имплантации биостабильных мате-
риалов, которое в норме составляет от 1 до 4 не-
дель по «ГОСТ Р ИСО 10993-6-2009. Националь-
ный стандарт Российской Федерации. Изделия 
медицинские. Оценка биологического действия 
медицинских изделий. Часть 6. Исследования 
местного действия после имплантации», пункт 
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5.3. «Продолжительность эксперимента». 
Животные содержались в одинаковых ус-

ловиях. Получали стандартные, сбалансирован-
ные по питательным веществам корма и чистую 
питьевую воду.

Содержание и уход за животными вы-
полняли в соответствии с требованиями СП 
2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические 
требования к устройству, оборудованию и со-
держанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)» и Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов и других научных целей. 

результаты исследований
В процессе эксперимента у всех животных 

общее состояние было удовлетворительным. Со 
стороны основных систем организма патологии 
или серьезных отклонений в состоянии здо-
ровья собак выявлено не было. Случаи гибели 
животных не были зарегистрированы. Не было 
обнаружено отклонений в потреблении корма и 
воды, а также осложнений инфекционного и не-
врологического характера. Состояние кожного 
и волосяного покровов, окраска слизистых обо-
лочек не изменялись. Особенности поведения 
животных и их общее состояние соответствова-
ли ожидаемой клинической картине. Во время 
покоя и при движении собаки принимали есте-
ственное физиологическое положение.

В ходе выполнения экспериментов на 
разных этапах у всех животных, как правило, 
определяли реберный тип дыхания. Не было от-
мечено достоверных изменений ЧДД в сравне-
нии с дооперационными значениями и физио-
логической нормой (1 группа – р =0,7; 2 группа 
– р=0,84; 3 группа – р=1,0; 4 группа – р=0,9). Не 
наблюдали асимметричного дыхания и патоло-
гически выраженного нарушения его ритма. 

Не выявили нарушений функциональной 
деятельности сердечно-сосудистой системы. 
Во всех наблюдениях частота сердечного ритма 
на разных сроках эксперимента варьировала в 
диапазоне нормы. Значения ЧСС как в отдельно 
выделенных группах, так и между группами до-
стоверных различий не имели.

Не происходило резкого снижения либо 
увеличения массы тела животных. Изменения 
данного показателя в пределах каждой  экспе-
риментальной группы в разные периоды обсле-
дования не превышали 4% от дооперационных 
данных.   

Анализ динамики общей температуры 
тела показал, что через 7 суток после импланта-
ции во всех группах происходило слабое повы-

шение общей температуры тела (не более чем 
на 0,7°С), что мы связываем с реакцией орга-
низма непосредственно на оперативное вмеша-
тельство. При этом, значения данного показате-
ля достоверной разницы с дооперационным 
периодом не имели (1 группа – р =0,09; 2 группа 
– р=0,21; 3 группа – р=0,4; 4 группа – р =0,25). В 
последующем  у всех животных значения темпе-
ратуры тела варьировали в диапазоне физиоло-
гической нормы и какой - либо закономерности 
изменения этого параметра не наблюдали. Так-
же не выявили четкой зависимости между коле-
баниями  параметра t и значениями массы тела, 
ЧСС и ЧДД на разных сроках эксперимента.

Динамика изучаемых параметров физио-
логического обследования животных выделен-
ных групп представлена в таблицах 1-4.

При изучении особенностей кровообра-
щения в проекции имплантации через 7 суток 
эксперимента в опытных группах  определили 
усиление притока крови к тканям.  Это проис-
ходило в результате повышения тонуса сосу-
дов крупного и мелкого калибра в 1,3-1,5 раза 
(р=0,05) по сравнению с дооперационным пе-
риодом. В контрольной группе, напротив, реги-
стрировали понижение сосудистого тонуса, но 
данные изменения достоверно от нормы не от-
личались. В этот период во всех группах наблю-
дали затруднение венозного оттока, что было 
сильнее выражено при нанесении кальцийфос-
фатного напыления методом ВЧМР. 

К 14 суткам эксперимента тонус артерий 
в опытных группах сохранялся на достигнутом 
уровне, а в контрольной – продолжал снижать-
ся. Венозный отток в группах 1, 3 и контрольной 
нормализовался. В группе 2 происходило его 
улучшение, но в сравнении с дооперационным 
уровнем еще сохранялись признаки незначи-
тельного затруднения.

Через 21 сутки во всех опытных группах 
регистрировали максимально выраженное по-
вышение тонуса артерий (в 2 раза по отношению 
к норме). В контроле кровенаполнение сосудов 
сохранялось заметно сниженным. На данном 
этапе во всех группах венозный отток обеспечи-
вался в достаточной степени и в последующем 
не изменялся.

К окончанию эксперимента в опытных 
группах тонус сосудов как крупного, так и мелко-
го калибра понижался до уровня, соответствую-
щего 14 суткам. В контроле наблюдали признаки 
улучшения кровообращения, что характеризо-
валось незначительным увеличением скорости 
притока крови к тканям.



129

Ве
ст

ни
к

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

При изучении безопасности и эффектив-
ности использования различного рода костно-
замещающих материалов исследователи обра-
щают более пристальное внимание на местную 
реакцию тканей.

Известно, что сформированные на тита-
новой подложке, кальцийфосфатные покрытия 
являются практически биоинертными [5]. Их ис-
пользование не оказывает негативного влияния 
на ткани в области имплантации [6]. При этом 
степень остеогенной активности может зависеть 
от способа нанесения биоактивного слоя [7, 8, 9].

В данной работе выполнили комплексную 
оценку результатов прижизненных наблюдений  
за животными при тестировании имплантатов 
из титанового сплава Ti6Al 4V без биоактивного 
слоя и с гидроксиапатитным напылением, нане-

сенным методами микродугового оксидирова-
ния,   высокочастотного магнетронного распы-
ления и пневматического распыления. 

На протяжении опыта отмечали внешний 
вид и двигательную активность животных. Так-
же провели количественный анализ динами-
ки показателей ЧСС, ЧДД, массы тела и общей 
температура тела. Локально изучили динамику 
кровообращения в прилежащих мягких тканях.

Известно, что при изучении общей биоло-
гической реакции на имплантаты, изготовлен-
ные из практически биоинертных материалов 
(сталь, титан и его сплавов, наноструктуриро-
ванный углерод и другие), как правило, общее 
состояние животных сохраняется удовлетвори-
тельным на протяжении всего периода экспе-
римента.  Аппетит и двигательная активность не 

таблица 1
динамика параметров t, Чсс, Чдд и массы тела, 1 группа (m±s)

Параметр
Этап эксперимента

Фон 1 неделя 2 недели 3 недели 4 недели
t (°С) 38,7±0,41 39,2±0,25 39,0±0,4 38,6±0,3 38,8±0,4
ЧДД (дв/мин) 14,2±1,3 11,7±1,8 14,4±2,0 15,4±1,3 12,8±1,2
ЧСС (уд/мин) 109,7±11,4 115,3±14,4 96,5±8,5 101,2±11,1 103,6±9,1
Масса (кг) 12,9±1,5 13,4±0,9 13,2±1,1 13,0±0,7 13,4±0,7

таблица 2
динамика параметров t, Чсс, Чдд и массы тела, 2 группа (m±s) 

Параметр
Этап эксперимента

Фон 1 неделя 2 недели 3 недели 4 недели
t (°С) 38,8±0,29 39,02±0,19 39±0,37 38,7±0,21 38,5±0,33
ЧДД (дв/мин) 17,2±0,4 19,7±0,22 15,4±0,41 16,9±0,5 16,4±0,26
ЧСС (уд/мин) 110,7±12,4 94,9±10,05 99,6±7,11 96,6±11,3 102,7±10,21
Масса (кг) 15,3±2,7 14,9±1,3 15,0±1,7 15,3±0,9 14,9±1,4

таблица 3
динамика параметров t, Чсс, Чдд и массы тела, 3 группа (m±s)

Параметр
Этап эксперимента

Фон 1 неделя 2 недели 3 недели 4 недели
t (°С) 38,8±0,29 39,1±0,4 38,6±0,35 38,8±0,4 39,0±0,53
ЧДД (дв/мин) 12,6±0,7 15,7±1,3 13,4±1,3 16,4±2,0 15,3±1,3
ЧСС (уд/мин) 117,2±6,8 101,6±9,4 112,5±10,6 98,3±13,7 100,7±13,2
Масса (кг) 13,6±1,9 14,1±1,6 13,8±0,7 13,8±1,1 14,1±0,8

таблица 4
динамика параметров t, Чсс, Чдд и массы тела, контроль (m±s)

Параметр
Этап эксперимента

Фон 1 неделя 2 недели 3 недели 4 недели
t (°С) 38,9±0,32 39,4±0,28 39±0,21 38,8±0,5 38,9±0,13
ЧДД (дв/мин) 15,6±2,4 17,3±1,9 15,8±2,1 14,6±2,5 16,0±1,7
ЧСС (уд/мин) 108,6±10,1 114,4±9,5 101,3±9,2 118,7±11,1 105,3±7,2
Масса (кг) 14,3±2,1 14,6±2,5 14,5±1,9 14,6±2,2 14,5±1,7
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изменяются. Нередко регистрируют увеличение 
массы тела по отношению к фоновым значени-
ям [10, 11]. 

В некоторых случаях в ранний послеопе-
рационный период наблюдают снижение ап-
петита и изменение общей температуры тела 
с последующей нормализацией этих клинико-
физиологических показателей [12, 13]. 

Несмотря на то, что известные данные 
позволяют получить представление о влиянии 
тестируемых материалов и изделий на общее 
состояние экспериментальных животных, све-
дений, касающихся реакции со стороны в част-
ности сердечно-сосудистой и дыхательной си-
стем, в доступной литературе мы не встретили.

В выполненном исследовании  при тести-
ровании образцов из титанового сплава Ti6Al 4V 
без напыления и с кальцийфосфатным слоем, 
нанесенным методами МДО, ВЧМР и пневма-
тическим распылением, животные сохраняли 
нормальную двигательную активность. Объ-
ем принимаемой пищи и воды, а также масса 
тела собак не изменялись. Не зарегистрирова-
но признаков развития патологии со стороны 
сердечно-сосудистой и дыхательной систем. Об 
этом свидетельствовало отсутствие достоверно 
значимых  изменений ЧСС и ЧДД в сравнении с 
дооперационным уровнем и физиологической 
нормой.

Наблюдаемое во всех экспериментальных 
группах незначительное повышение общей тем-
пературы тела в ранний послеоперационный 
период было связано непосредственно с опера-
тивным вмешательством и не повлияло негатив-
ным образом на результаты опыта. 

Наличие  на титансодержащей подложке 
кальцийфосфатного слоя способствовало усиле-
нию кровообращения в области имплантации в 
результате повышения тонуса сосудистой стен-
ки. Подобного рода эффект мог быть следстви-
ем диффузии ионов Са с поверхности изделий. 
Однако до настоящего времени нет сведений 
о кинетике высвобождения остеотропных эле-
ментов из биоактивного слоя, нанесенного на 
металлическую основу изучаемыми способами.  
Определение биодоступности кальция и фосфа-
та для имплантатов с разной технологией нане-
сения таких покрытий позволят конкретизиро-
вать показания к их применению в зависимости 
от вида и степени выраженности патологическо-
го состояния.

Последнее обстоятельство свидетельству-
ет о необходимости проведения соответствую-
щих испытаний как in vitro так и in vivo.

выводы
Результаты выполненных доклинических 

испытаний дополняют и подтверждают уже 
имеющиеся сведения о биологической совме-
стимости кальцийфосфатного напыления, нане-
сенного на металлические изделия. 

Использование имплантатов из титаново-
го сплава Ti6Al 4V с кальцийфосфатным слоем 
толщиной 1,5-100 мкм не приводит к наруше-
нию процессов терморегуляции и энергетиче-
ского обмена в организме экспериментальных 
животных. Не изменяется функциональное со-
стояние сердечно-сосудистой и дыхательной си-
стем. Сохраняются без изменений двигательная 
активность и поведенческие реакции. 

Отсутствие патологической реакции ор-
ганизма на такие имплантаты, в частности при 
поднадкостничном их расположении, свиде-
тельствует о высокой степени их безопасности 
в плане дальнейшего клинического использова-
ния, в том числе в ветеринарной практике.

Результаты, полученные в ходе выполне-
ния экспериментов, в дальнейшем могут быть 
использованы как дополнительные и в качестве 
контрольных при изучении степени безопасно-
сти биоактивных покрытий с различными физи-
ко-химическими свойствами их поверхности.
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Key words: preclinical studies, calcium phosphate spraying, temperature, body weight, frequency of respiratory movements, heart rate, blood circulation.
The article presents results of an analysis of intravital animal observations to determine the safety of implants with hydroxyapatite coating applied in 

different ways. Pre-clinical studies on dogs were performed. Implants were placed under the periosteum of the tibia in the form of thin plates of titanium 
alloy Ti6Al 4V with calcium phosphate spraying (experiment) and without bioactive layer (control). Coating was applied: by microarc oxidation in group 
1, in group 2 - by high-frequency magnetron spaying, in group 3 - by plasma spraying. The animals were observed for 4 weeks. The general condition, 
motor activity, feed and water intake were assessed. The frequency of respiratory movements and heart rate, the overall temperature and body weight were 
recorded, and the blood circulation in the tissues was locally studied. There were no pathologies or serious deviations in the health status of dogs in all groups 
during the experiment. We did not record significant changes in the studied parametres. An increase of blood flow was locally determined as a consequence 
of moderate hypertension of vascular wall in the experimental groups. The results of the study confirm and supplement the available information on the 
biological compatibility of calcium phosphate coatings on metal base. No pathological body reaction proves the safety of application of such implants in clinical 
studies. The obtained results can be used as additional and as control ones when studying the safety degree of bioactive coatings with different physical and 
chemical properties of their surface.
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