
313

За последнее десятилетие возросло количе-
ство работ, посвященных исследованию метаста-
бильных безникелевых сплавов с памятью фор-
мы (СПФ) на основе системы Ti-Zr-Nb (TZN) 
[1]. Титан (Ti) не участвует в метаболических 
путях и, как следствие, не препятствует нор-
мальному восстановлению поврежденной тка-
ни. Ниобий (Nb) и цирконий (Zr) – безопасные 
для организма элементы, о чем свидетельствуют 
результаты исследования их цитотоксичности и 
аллергенности [2]. 

СПФ обладают низким значением модуля 
Юнга, характеризующего способность материа-
ла сопротивляться растяжению или сжатию при 
упругой деформации – примерно 40–60 ГПа, что 
близко к такой характеристике для кортикально-
го слоя кости (до 30 ГПа) [3]. Кроме того, благо-
даря обратимому мартенситному превращению 
β↔α″, эти сплавы проявляют сверхупругость, 
то есть способны после больших деформаций 
(2–6%) восстанавливать близкую к исходной 
форму (с малой остаточной деформацией) после 
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     В работе изучено влияние поверхности сплавов Ti-Zr-Nb (TZN) с памятью 
формы на адгезию, пролиферацию, выживаемость и организацию актиново-
го цитоскелета остеобластоподобных клеток MG-63. Исследуемые материалы 
обладают уникальным сочетанием механических свойств, определяющих их 
перспективность при создании костных имплантатов с высокой биомехани-
ческой совместимостью: низкое значение модуля Юнга и сверхупругое по-
ведение, схожее с поведением костной ткани. В работе использовали тонкие 
пластины экспериментального сплава TZN и медицинского сплава системы 
Ti-Al-Nb (TAN) в качестве контрольного. Проведено исследование динамики 
роста культуры клеток MG-63 с использованием МТТ-теста и подсчета коли-
чества ядер на единицу площади. Обнаружено, что на 4-е и 7-е сут количество 
клеток на сплаве TZN выше, чем на сплаве TAN. Это может быть обусловле-
но влиянием качественного и количественного состава материалов на микро-
структуру и химию поверхности. Доля живых клеток на протяжении времени 
культивирования на обоих сплавах была близка к 100%. Анализ изображений 
цитоскелета показал преобладание фибриллярного актина на образцах систе-
мы TZN, а также выявил организацию, или структуру, характерную для клеток 
фибробластоподобной полигональной формы.

Ключевые слова: остеобластоподобные клетки MG-63, титановые сплавы с па-
мятью формы, поверхность сплавов, термомеханическая обработка, радиаль-
но-сдвиговая прокатка, ротационная ковка



снятия нагрузки. Из-за уникальной комбинации 
свойств, а также отсутствия в составе токсичных 
компонентов (в частности, никеля [4]), сплавы 
титана с цирконием и ниобием рассматривают-
ся как наиболее перспективные материалы для 
изготовления костных имплантатов, применяе-
мых в ортопедии, в частности, балок для систем 
транспедикулярной фиксации позвоночника.

Эффективным инструментом для управле-
ния структурно-фазовым состоянием подобных 
сплавов является термомеханическая обработка 
[5]. Она позволяет получить требуемые заготов-
ки для изготовления имплантатов и обеспечить 
наилучшее сочетание механических и функци-
ональных свойств этих заготовок путем фор-
мирования структуры материала. Известно, что 
комбинированная высокотемпературная термо-
механическая обработка, включающая сочетание 
радиально-сдвиговой прокатки [6] и ротацион-
ной ковки позволяет создать высококачествен-
ные длинномерные прутковые заготовки из 
СПФ TZN с однородной внутренней структурой 
[7].

Восстановление костной ткани вокруг им-
плантата включает два процесса: дистантный 
остеогенез, при котором кость формируется со 

стороны здоровой ткани, и контактный, проис-
ходящий de novo на поверхности конструкции. 
Для последнего типа очень важны структурные 
и физико-химические свойства поверхности им-
плантата, которые влияют на адгезию, пролифе-
рацию, выживаемость и дифференцировку кле-
ток [8].

Целью данной работы стало изучение биосо-
вместимости и свойств поверхности, сформиро-
ванной на сплаве системы TZN, в эксперимен-
тах in vitro с остеобластоподобными клетками 
MG-63. Были исследованы адгезия, пролифера-
ция, выживаемость и морфология цитоскелета 
клеток, культивируемых на образцах в виде пла-
стин из материала системы TZN и медицинско-
го титанового сплава TAN (Ti-Al-Nb) в качестве 
контроля.

Материалы и методы
Получение образцов титанового сплава. Сли-

ток сплава TZN получали методом вакуумно-ду-

гового переплава с расходуемым электродом. 
Полученный слиток подвергали горячему изоста-
тическому прессованию при температуре 900 °С 
и давлении 100 МПа в течение 2 ч. После обточ-
ки слиток диаметром 55 мм подвергли радиаль-
но-сдвиговой прокатке до прутка диаметром 12 
мм при температуре 900 °С, которую осуществля-
ли в условиях научно-производственного центра 
кафедры обработки металлов давлением нацио-
нального исследовательского технологического 
университета «МИСиС» на мини-станах «14-40» 
и «10-30». Далее полученные прутки на базе про-
мышленного центра «МАТЭК-СПФ» ковали на 
ротационно-ковочной машине РКМ-2 до диаме-
тра 6,5 мм таким образом, что основная часть 
деформации производилась при температуре 600 
°С, а заключительные 30% относительной дефор-
мации осуществляли при комнатной температу-
ре. Завершающими операциями по подготовке 
прутка были правка и шлифовка до требуемого 
диаметра 6 мм. Для формирования полигонизо-
ванной субструктуры β-фазы с размером субзе-
рен в нано- и субмикродиапазоне проводили по-
следеформационный отжиг при 550 °С в течение 
30 мин с последующим охлаждением в воде [10, 
11]. В качестве материала для сравнения был вы-

бран сплав TAN в виде прутков диаметром 5,5 
мм медицинского назначения в соответствии с 
ASTM (American Society for Testing and Materials) 
F-1295-11. Химический состав изучаемых мате-
риалов представлен в таблице. Для исследова-
ний из прутков нарезали образцы в виде табле-
ток толщиной 1,5 мм. Поверхность полученных 
образцов подвергали механической шлифовке 
на абразивной бумаге с величиной зернистости 
от 320 до 1200. Финишную подготовку поверх-
ности производили с помощью шлифовальных 
галтовочных абразивных материалов (RFS 03/03 
DZ) на центробежной роторной машине OTEC в 
компании «КОНМЕТ» (Россия), производящей 
медицинские изделия из сплавов титана. Оцен-
ку морфологии поверхности сплавов проводили 
методами оптической микроскопии и измерения 
шероховатости (параметр Ra) с применением 
контактного профилометра. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что образцы име-
ют одинаковый микрорельеф и шероховатость 

Таблица
Химический состав исследуемых материалов системы Ti-Zr-Nb (TZN) и Ti-Al-Nb (TAN)

Сплав
Содержание элементов в массовых процентах

Ti Zr Nb Al O C N H

TZN 51,22 28,0 20,7 – 0,05 0,01 ˂0,01 ˂0,01

TAN 86,89 – 7,1 5,8 0,18 0,01 ˂0,01 ˂0,01
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(Ra=0,19–0,21 мкм).
Культивирование остеобластоподобных кле-

ток MG-63 и исследование их взаимодействия с 
поверхностью пластин из титановых сплавов. В 
эксперименте использовали непрерывную кле-
точную линию MG-63 (ATCC® CRL1427™). 
Клетки получены из остеосаркомы человека и в 
ответ на внешние сигналы способны к остеоген-
ной дифференцировке.

Образцы из титановых сплавов стерилизова-
ли в течение 10 ч в 70%-ном этиловом спирте, 
после чего переносили их в лунки 48-луночно-
го планшета со средой ЕМЕМ (Eagles Minimum 
Essential Medium; Lonza, Бельгия) и инкубирова-
ли 30 мин. По завершении инкубации заменяли 
среду в лунках с пластинами на свежую. Про-
цедуру повторяли три раза. Затем помещали об-
разцы в среду ЕМЕМ, содержащую 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (HyClone, США) 
и 1% добавки NEAA (Non-Essential Amino Acids; 
Lonza, Бельгия) и инкубировали в течение 1 ч. 
После этого среду из лунок удаляли, вносили по 
700 мкл суспензии MG-63 в среде ЕМЕМ с 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки и 1% NEAA, 
содержащей 15 000 клеток/мл, и культивировали 
клетки на поверхности пластин. Инкубацию и 
культивирование клеток проводили при 37 °С в 
атмосфере с 5% СО2

Для исследования динамики роста клеток на 
1-е, 4-е и 7-е сут часть образцов фиксировали 
4%-ным параформальдегидом (Sigma-Aldrich, 
Германия) и изучали методом сканирующей 
микроскопии: выявляли ядра клеток флуорес-
центным красителем DAPI (Sigma-Aldrich, Гер-
мания) и получали по 10 изображений с ис-

пользованием инвертированного микроскопа 
Eclipse Ti-E с конфокальным модулем А1 (Nikon 
Corporation, Япония). Подсчет количества 
ядер производили в приложении NIS-Elements 
Nikon. Часть образцов использовали для прове-
дения МТТ-теста. Для этого на 1-е, 4-е и 7-е 
сут вносили в лунки с образцами, содержащие 
700 мкл полной культуральной среды, по 70 мкл 
раствора МТТ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) в фосфатно-соле-
вом буфере (5 мг/мл) и инкубировали в течение 
4 ч. После этого образцы переносили в ДМСО 
(диметилсульфоксид; Sigma-Aldrich, Германия) 
объемом 300 мкл, при аккуратном суспендиро-
вании растворяли кристаллы образовавшегося 
формазана, отбирали супернатант и проводили 
колориметрические измерения при длине волны 
540 нм. Для оценки жизнеспособности исполь-
зовали метод сканирующей микроскопии. Жи-
вые клетки выявляли Syto 9 (Invitrogen, США), 
инкубируя образцы в 5 мкМ растворе красителя 
в среде ЕМЕМ без сыворотки в течение 1 ч; для 
возбуждения флуоресценции использовали ла-
зер с длиной волны 488 нм, регистрировали ее 
в интервале 500–550 нм. Мертвые клетки выяв-
ляли по окрашиванию ядер йодидом пропидия 
(Sigma-Aldrich, Германия): образцы инкубирова-
ли 15 мин в среде ЕМЕМ без сыворотки с 4 мкМ 
пропидия йодида; для возбуждения флуоресцен-
ции использовали лазер с длиной волны 532 нм, 
регистрировали ее в интервале 570–620 нм.

На 4-е сут образцы фиксировали 4%-ным 
параформальдегидом и изучали организацию 
цитоскелета клеток: выявляли ядра клеток флу-
оресцентным красителем DAPI (4′,6-diamidino-

Рис. 1. Взаимодействие остеобластоподобных клеток MG-63 с поверхностью сплавов системы Ti-Zr-Nb (TZN) и 
Ti-Al-Nb (TAN). А и Б – динамика роста и метаболической активности клеток MG-63 на поверхности образцов: 
А – результаты количественного подсчета ядер с применением метода сканирующей микроскопии, Б – результаты 
МТТ-теста. В – Доля живых клеток MG-63 на поверхности экспериментальных образцов (% от общего количе-
ства). * – p<0,05
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2-phenylindole), инкубируя образцы в течение 
5 мин в 300 нМ растворе красителя в фосфат-
но-солевом буфере; для возбуждения флуорес-
ценции использовали лазер с длиной волны 408 

нм, регистрировали ее в интервале 425–457 нм. 
Актиновый цитоскелет выявляли флуоресцент-
ным красителем фаллоидин-Alexa488 (Invitrogen, 
США), инкубируя образцы 20 мин в 300 нМ 
растворе красителя в фосфатно-солевом буфере; 
для возбуждения флуоресценции использовали 
лазер с длиной волны 488 нм, регистрировали 
ее в интервале 500–550 нм. Получали по 10 изо-
бражений с использованием инвертированного 
микроскопа Eclipse Ti-E с конфокальным мо-
дулем А1 (Nikon Corporation, Япония). Анализ 
полученных изображений производили в прило-
жении NIS-Elements Nikon.

Результаты и обсуждение
Последние 40 лет титан остается эталонным 

материалом для изготовления костных имплан-
татов. Он практически не вредит организму, 
однако его физико-химические характеристики 

могут отрицательно повлиять на остеоинтегра-
цию биомедицинской конструкции [12]. Варьи-
рование качественного и количественного соста-
ва сплавов на основе титана позволяет создать 

материал, обеспечивающий наилучшее взаимо-
действие имплантата с клетками и тканями, что 
повышает эффективность его использования в 
остеопластике.

Оценку динамики роста остеобластоподоб-
ных клеток MG-63 на поверхности образцов ти-
тановых сплавов проводили на 1-е, 4-е и 7-е сут 
культивирования. Применяли два метода: МТТ-
тест, данные которого отражают суммарную ак-
тивность оксиредуктаз, а также подсчет количе-
ства ядер на единицу площади поверхности (рис. 
1). На образцах не выявлены признаки клеточ-
ной гибели (рис. 2). В противном случае следо-
вало бы говорить о нарушениях адгезии остеоб-
ластоподобных клеток на подложке. Аномальная 
морфология ядра в сочетании с нехарактерной 
для культуры морфологией цитоскелета и «вспе-
ниванием» краев клетки свидетельствуют о про-
хождении аноикиса – частного случая апоптоза, 

Рис. 2. Изображения остеобластоподобных клеток MG-63, культивируемых на поверхности сплавов системы 
Ti-Zr-Nb (TZN) и Ti-Al-Nb (TAN), полученные методом сканирующей микроскопии. Верхний ряд – изо-
бражения культуры на поверхности сплава TZN, нижний – на поверхности сплава TAN. А и Г – актиновый 
цитоскелет, выявленный флуоресцентным красителем фаллоидин-Alexa488; Б и Д – ядра, выявленные флуо-
ресцентным красителем DAPI; В и Е – наложение каналов.
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вызванного неправильной адгезией, в том числе 
к неподходящему субстрату [13].

Анализ данных подсчета ядер показал увели-
чение их количества на 4-е и 7-е сут для обоих 
сплавов (рис. 1, А). Достоверное отличие чис-
ленности клеток на 1-е сут не обнаружено, од-
нако при дальнейшем культивировании количе-
ство ядер на единицу площади для образа TZN 
оказалось больше, чем на контрольном образце 
TAN. На жизнедеятельность клетки влияет уча-
стие элементов сплава в метаболизме [14], его 
механические свойства [15] и наличие оксидных 
пленок [16]. Различие используемых в работе 
материалов состоит в легирующих компонентах. 
Так, примесные элементы в составе сплава TZN 
относятся к бета-стабилизаторам, обеспечива-
ющим устойчивость фазы с кубической кри-
сталлической решеткой. В состав сплава TAN 
примерно в одинаковых количествах входят как 
бета-стабилизатор ниобий, так и альфа-стаби-
лизатор алюминий, из-за чего микроструктура 
материала включает в себя кластеры с кубиче-
ской бета- и гексагональной альфа-структурой 
и становится более неоднородной [17]. Таким 
образом, при шлифовке участки поверхности 
TAN будут отличаться по своим физическим 
свойствам. В ходе комбинированной термоме-
ханической обработки, включающей радиаль-
но-сдвиговую прокатку и ротационную ковку, 
происходит измельчение и выравнивание по се-
чению заготовки ее кристаллической структуры 
[7], а последующий последеформационный от-
жиг способствует формированию субзерен раз-
мером 50–200 нм [4]. Это может быть причиной 
различия в численности клеток, культивируемых 
на поверхности исследуемых сплавов. Показано, 
что остеобласты и остеобластоподобные клетки 
чувствительны к нанорельефу подложки и луч-
ше пролиферируют на гладкой поверхности [18]. 
Также возможно отрицательное воздействие 
алюминия в сплаве TAN. Несмотря на образо-
вание защитной оксидной пленки некоторое ко-
личество ионов металла выходит с поверхности 
материала, что может угнетать рост клеток [18]. 
Это обусловлено способностью алюминия обра-
зовывать комплексные соединения с белками и 
снижать их активность. Другой фактор – анта-
гонизм этого металла по отношению к кальцию, 
фосфору, магнию и другим элементам, играю-
щим важную роль в физиологии клеток кости. 
Кроме того, алюминий нарушает процессы фос-
форилирования, что негативно сказывается на 
метаболизме [19]. Полученные результаты под-
тверждаются данными МТТ-теста (рис. 1, Б): на 
4-е сут сигнал для сплава TZN выше, чем для 
контрольного TAN. Тест LIVE/DEAD показал, 

что на протяжении всех 7 сут культивирования 
доля живых клеток MG-63 близка к 100% (рис. 
1, В). 

На 4-е сут культивирования было проведе-
но исследование морфологии цитоскелета (рис. 
2), по которой можно судить о влиянии меха-
ники подложки на живую систему [20], а так-
же предполагать наличие ее остеоиндуктивных 
свойств [21]. Актиновый цитоскелет клеток на 
сплаве TZN представлен ярко выраженными 
фибриллами, пересекающими клетку в различ-
ных направлениях (рис. 2, А). Также есть об-
ласти цитоплазмы, содержащие глобулярный 
белок. При долговременном культивировании 
оценить форму и площадь клеток оказалось не-
возможно, однако организация цитоскелета ха-
рактерна для мигрирующих клеток полигональ-
ной формы ч [21]. На образце TAN выявлены 
значительное количество глобулярного актина и 
слабо выраженные фибриллы по краям клетки 
(рис. 2, Г). Для культуры, претерпевающей осте-
огенную дифференцировку, характерна полиго-
нальная фибробластоподобная форма клеток, а 
также хорошо различимые длинные стресс-фи-
бриллы продольного направления [23]. Важную 
роль в физиологии клетки играют процессы 
образования прочных контактов с субстратом 
и следующие за ними метаболические измене-
ния – явление механотрансдукции. Так, взаимо-
действие с поверхностью сплава TZN вызывает 
перестройки актинового цитоскелета, косвенно 
указывающие на остеоиндуктивность материала. 
Это может объясняться повышенным (примерно 
в три раза) содержанием ниобия. Показано, что 
этот металл способствует дифференцировке кле-
ток в остеогенном направлении, причем с уве-
личением его концентрации эффект усиливается 
[24]. Подобными свойствами обладает и оксид 
циркония, содержащийся в сплаве TZN [25]. 
Еще одним объяснением может являться разная 
концентрация в сплавах легирующих компо-
нентов: в образце TZN их содержание по массе 
практически равно содержанию титана; в случае 
TAN основной металл составляет более 80%. С 
ростом доли примесей механические характери-
стики титановых сплавов для биомедицинских 
конструкций улучшаются, в частности, умень-
шается величина модуля Юнга, что способствует 
лучшей адгезии клеток [12].

Таким образом, полученные данные пока-
зывают, что свойства поверхности сплава TZN 
обеспечивают нормальную жизнедеятельность 
культуры MG-63 и вызывают перестройку ак-
тинового цитоскелета по типу мигрирующих 
фибробластов. Сравнительное исследование по-
казало перспективность новой системы для из-
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    The paper studies the influence of the Ti-Zr-Nb (TZN) shape memory alloys 
surface on adhesion, proliferation, viability and actin cytoskeleton organization of 
osteoblast-like cells MG-63. The studied materials have a unique combination of 
mechanical properties that determine their prospects for creating bone implants with 
high biomechanical compatibility: low value of the Young’s modulus and superelastic 
behavior, similar to the behavior of bone tissue. We used thin plates of the experimental 
alloy TZN and the Ti-Al-Nb medical alloy (TAN) as a control material. A study of 
the growth dynamics of the MG-63 cell culture was made using the MTT test and 
counting the number of nuclei per unit area using scanning microscopy. It was found 
that on 4 and 7 days the number of cells on the TZN alloy is higher than on the TAN 
alloy. This may be due to the influence of the qualitative and quantitative composition 
of materials on the surface microstructure and chemistry. The viability over the 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КЛЕТОК ОСТЕОСАРКОМЫ MG-63 С ПОВЕРХНОСТЬЮ СПЛАВОВ Ti-Zr-Nb



Сведения об авторах

Солдатенко Анна Сергеевна – студент кафедры биоинженерии биологического факультета 

МГУ. Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: an.soldatencko@yandex.ru

Карачевцева Маргарита Алексеевна – студент кафедры биоинженерии биологического фа-

культета МГУ. Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: margarita.karachevtseva@gmail.com

Шереметьев Вадим Алексеевич – канд. тех. наук, ст. науч. сотр., доцент кафедры обработки 

металлов давлением НИТУ «МИСиС». Тел.: 8-495-638-44-05; e-mail: sheremetyev@misis.ru

Кудряшова Анастасия Александровна – аспирант НИТУ «МИСиС», инженер Научно-обра-

зовательного Центра «Наноматериалов и нанотехнологий» НИТУ «МИСиС». Тел.: 8-495-955-

00-32; e-mail: kudryashova@misis.ru

Архипова Анастасия Юрьевна – канд. биол. наук, вед. науч. сотр. лаборатории конфо-

кальной микроскопии биологического факультета МГУ, ст. науч. сотр. научно-исследователь-

ской лаборатории ГБУЗ МО «МОНИКИ имени М.Ф. Владимирского». Тел.: 8-495-939-13-65; 

e-mail: anastasia-yu-arkhipova@yandex.ru

Андреев Владимир Александрович – канд. техн. наук, ст. науч. сотр. лаборатории пластиче-

ской деформации металлических материалов ИМЕТ РАН. Тел.: 8- 499-135-86-51; 

e-mail:  andreev.icmateks@gmail.com

Прокошкин Сергей Дмитриевич – докт. физ.-мат. наук, проф., гл. науч. сотр. кафедры об-

работки металлов давлением НИТУ «МИСиС». Тел.: 8-495-638-44-05; 

e-mail: prokoshkin@tmo.misis.ru

Браиловский Владимир – канд. техн. наук, проф. Высшей технологической школы. 

Тел.: +1-514-396-85-94; e-mail: vbrailovski@mec.etsmtl.ca

Мойсенович Михаил Михайлович – канд. биол. наук, зав. лабораторией конфокальной ми-

кроскопии биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-13-65; 

e-mail: mmoisenovich@mail.ru

Шайтан Константин Вольдемарович – докт. физ.-мат. наук, проф. кафедры биоинженерии 

биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-23-74; e-mail: shaytan49@yandex.ru

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2019. Т. 74. №4

320 А.С. Солдатенко и др.

cultivation time was close to 100% on both alloys. The analysis of cytoskeleton images 
showed the predominance of fibrillary actin on samples of the TZN system, as well as 
the organization characteristic of fibroblast-like polygonal cells.

Keywords: costeoblast-like cells MG-63, titanium shape memory alloys, alloys surface, 
thermomechanical treatment, radial shear rolling, rotary forging 


