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Введение. В современной медицинской практике костные имплантаты востребованы в качестве эффективного решения для вос-
становления костной ткани, в том числе для реабилитации пациентов с ранениями, полученными в боевых условиях. Одним из пер-
спективных полимерных материалов для производства хирургических имплантатов считается полиэфирэфиркетон (ПЭЭК) благо-
даря ряду свойств, сближающих его с костной тканью. Однако применение в имплантологии немодифицированного ПЭЭК из-за 
его биологической инертности и низкой остеоинтеграции ограниченно. Повысить биологическую активность, остеокондуктивность 
и антибактериальные свойства может модификация материала, в том числе путем структурных изменений поверхности.
Цель. Оценка цитотоксичности и адгезионных свойств поверхности полиэфирэфиркетона, модифицированного различными спо-
собами.
Материалы и методы. Синтез порошка ПЭЭК осуществляли методом поликонденсации в условиях нуклеофильного замещения 
взаимодействием гидрохинона с 4,4’-дифторбензофеноном; для дальнейшего исследования образцы формировали путем фрезе-
рования в форме дисков. ПЭЭК модифицировали одним из трех методов: сульфонированием концентрированной серной кисло-
той, обработкой раствором «Пиранья» с последующей функционализацией глицином, высокотемпературным сплавлением с NaCl 
с последующим выщелачиванием. Изучение структуры полученных материалов выполняли с применением ИК-спектрометрии 
и сканирующей электронной микроскопии. Оценку цитотоксичности проводили с помощью МТТ-теста. Адгезивные свойства 
ПЭЭК-материалов оценивали путем культивирования на их поверхности дермальных фибробластов человека с последующей флу-
оресцентной визуализацией флуорохромами Calcein AM и Hoechst 33342. Анализ адгезии и морфологии прикрепившихся клеток 
производили с помощью инвертированного микроскопа Leica DMI 3000 B.
Результаты. Показано, что ПЭЭК, полученный методом поликонденсации взаимодействием гидрохинона и 4,4’-дифторбензофено-
на, не проявляет цитотоксического действия в отношении поверхностно-зависимых клеток. Под действием 1-суточного экстрак-
та ПЭЭК и его разведений относительная жизнеспособность клеток варьировала от 96 до 126%, под действием 7-суточного — 
от 132 до 141% (против контроля 100%); показана стимуляция экстрактом ПЭЭК пролиферативной активности клеток. Обнаружено, 
что модификация образцов не ведет к повышению адгезии клеток. Пористый образец ПЭЭК, полученный методом прессования 
с NaCl с последующим его выщелачиванием, характеризуется неравномерной адгезией с нарушением жизнеспособности большей 
части клеток на поверхности образцов. Обработка ПЭЭК глицином приводит к снижению адгезии, нарушению жизнеспособности 
и изменению морфологических характеристик большой доли клеток, находящихся на поверхности образцов. На поверхности суль-
фонированного ПЭЭК клетки сохраняли жизнеспособность, однако морфология прикрепившихся клеток существенно отличалась 
от типичной: вместо субконфлюэнтного монослоя, сформированного клетками распластанной формы, характерного для успеш-
ной адгезии, были обнаружены клеточные конгломераты разного размера, неравномерно распределенные по поверхности и сфор-
мированные округлыми, реже веретеновидными клетками.
Выводы. При модификации ПЭЭК сульфонированием концентрированной H

2
SO

4
, обработкой глицином, высокотемпературным 

сплавлением с NaCl улучшение биосовместимости материала не отмечено; напротив, наблюдались нарушения жизнеспособности 
и морфологии поверхностно-зависимых клеток, адгезированных на поверхности модифицированного ПЭЭК. Полученные резуль-
таты подчеркивают необходимость дальнейшего поиска способов модификации ПЭЭК, что позволит преодолеть ограничения ма-
териала и расширить области его применения для решения актуальных междисциплинарных биомедицинских задач.
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Introduction. In modern medical practice, bone implants are in demand as an effective solution for restoring bone tissue, including for the 
rehabilitation of patients with wounds sustained in combat. Polyetheretherketone (PEEK) is considered a promising polymer material for surgi-
cal implant production due to a number of properties that closely mimic bone tissue. However, the use of unmodified PEEK in implantology is 
limited by its biological inertness and poor osseointegration. Modification of this material, including through structural changes to the surface, 
can increase its biological activity, osteoconductivity, and antibacterial properties.
Objective. To evaluate the cytotoxicity and surface adhesion properties of PEEK modified via various methods.
Materials and methods. PEEK powder was synthesized via polycondensation under nucleophilic substitution conditions by reacting hydro-
quinone with 4,4’-difluorobenzophenone; for further studies, disk-shaped specimens were fabricated via milling. PEEK surface was modified 
using one of three methods: sulfonation with concentrated sulfuric acid, treatment with piranha solution followed by functionalization with 
glycine, or high-temperature fusion with NaCl followed by leaching. The structure of the obtained materials was studied using IR spectrometry 
and scanning electron microscopy. Cytotoxicity was assessed using the MTT test. The adhesive properties of PEEK materials were evaluated 
by culturing human dermal fibroblasts on their surface, followed by fluorescence visualization using Calcein AM and Hoechst 33342 fluoro-
chromes. Analysis of adhesion and morphology of attached cells was performed using an inverted Leica DMI 3000 B microscope.
Results. It was shown that PEEK obtained via polycondensation of hydroquinone and 4,4’-difluorobenzophenone does not exhibit a cytotoxic 
effect on anchorage-dependent cells. Under the influence of the 1-day extract of PEEK and its dilutions, relative cell viability ranged from 96 
to 126%, while for the 7-day extract, it varied from 132 to 141% (vs. 100% for the control); stimulation of proliferative activity of cells by PEEK 
extract was demonstrated. It was found that modification of the specimens does not lead to increased cell adhesion. The porous PEEK speci-
men obtained by pressing with NaCl followed by its leaching was characterized by uneven adhesion and impaired viability of most cells on the 
specimen surface. Treatment of PEEK with glycine led to decreased adhesion, impaired viability, and altered morphological characteristics of 
a large proportion of cells on the specimen surface. On the surface of sulfonated PEEK, the cells remained viable; however, the morphology 
of the attached cells differed significantly from the typical pattern. Specifically, instead of a subconfluent monolayer of flattened cells char-
acteristic of successful adhesion, cell conglomerates of various sizes, formed by rounded and, less frequently, spindle-shaped cells, were 
unevenly distributed across the surface.
Conclusions. When modifying PEEK via sulfonation with concentrated H

2
SO

4
, treatment with glycine, or high-temperature fusion with NaCl, 

no improvement in the biocompatibility of the material was detected; on the contrary, impairments in the viability and morphology of anchor-
age-dependent cells adhered to the surface of the modified PEEK were observed. These findings highlight the need to continue searching for 
PEEK modification methods to overcome the limitations of the material and expand its areas of application in solving urgent interdisciplinary 
biomedical problems.
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ВВЕДЕНИЕ

Травмы мирного и военного времени различают-
ся по характеру повреждений и методам лечения. 
При боевых травмах, вызванных высокоскоростными 
снарядами, преобладают сложные осколочные ране-
ния и обширные разрушения костей, что требует про-
ведения хирургических вмешательств для удаления 
осколков и обломков с восстановлением костной тка-
ни — такое лечение необходимо 85–100% раненых [1]. 
В связи с ростом потока подобных пациентов, в том 
числе находящихся на реабилитации после ранений, 

в настоящее время увеличивается потребность в кост-
ных имплантатах.

Несмотря на широкое применение титана в костной 
пластике [2], в современной медицине растет интерес 
к альтернативным материалам, в частности к поли- 
эфирэфиркетону (ПЭЭК), благодаря близким к челове-
ческой кости физико-механическим характеристикам, 
биосовместимости, гипоаллергенности, рентгенопроз-
рачности, низкой плотности и технологичности  [3–5]. 
В настоящее время накоплен обширный опыт исполь-
зования ПЭЭК в качестве имплантата как в клиниче-
ской, так и в экспериментальной практике [6–9].
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Возможность применения ПЭЭК и его композитов 
доказана в клинической практике у пациентов с пато-
логиями позвоночника  [6, 10–14], в стоматологии  [15–
19], травматологии и ортопедии  [20–23], в краниопла-
стике [24, 25], а также в качестве лицевых имплантатов 
в челюстно-лицевой хирургии [26]. Информация по ис-
пользованию ПЭЭК в нейрохирургии приведена в об-
зоре N. Muthiah и соавт. [13]. Авторы, проанализировав 
более 4000 статей, приходят к заключению, что ПЭЭК 
имеет ряд преимуществ в качестве материала для ин-
теркорпоральных конструкций: низкий модуль упруго-
сти, радиопрозрачность.

Однако существуют и ограничения применения 
ПЭЭК. В исследовании S. Khan и соавт., проведенном 
на 95  пациентах с поражениями шейного отдела по-
звоночника, приведена статистика послеоперацион-
ных осложнений: транзиторная дисфагия  (15,8%), ге-
матома раны (4,21%), инфицирование раны (1,05%) [14]. 
При этом отличные результаты отмечены в 79% случаев. 
Частота осложнений краниопластики с использовани-
ем ПЭЭК может достигать 15,4% [24]. Из-за гидрофоб-
ных свойств поверхности ПЭЭК-материалов адгезия 
остеобластов на поверхности имплантов оказыва-
ется недостаточной, что затрудняет процесс остео- 
интеграции, а при имплантации часто наблюдается об-
разование фиброзной капсулы, что ингибирует связы-
вание ПЭЭК с костью. Таким образом, при использо-
вании ПЭЭК отмечается более высокий риск развития 
псевдоартроза и более низкая степень остеоинтегра-
ции, чем в случае титанового материала [13, 27].

Биологическая инертность ПЭЭК ограничива-
ет его широкое применение в реконструктивной хи-
рургии  [28, 29]; повышение биоактивности возмож-
но путем поверхностной и объемной модификации 
полимера  [12, 28]. В качестве модификаторов могут 
быть использованы оксид титана, биостекло, силикат 
кальция, β-трикальцийфосфат, природные аморфные 
кремнеземные волокна, фосфаты магния, гидрокси
апатит, в том числе легированный фтором или строн-
цием [30]. Композиты ПЭЭК, как правило, отличаются 
большей механической прочностью, чем исходный 
ПЭЭК; однако меняются их биологические свойства. 
Таким образом, при создании композитов ПЭЭК важ-
но найти баланс между механической прочностью 
и биологическими свойствами.

Как показывают некоторые исследования, мо-
дификация поверхности ПЭЭК повышает клеточ-
ную адгезию, пролиферацию, биосовместимость 
и остеогенные свойства имплантационных материалов 
из ПЭЭК [31]. Сейчас активно изучаются методы моди-
фикации поверхности ПЭЭК, улучшающие клеточный 
ответ поверхности, в том числе остеоинтеграцию [32]. 
Эти методы в основном направлены на изменение 
морфологии поверхности, создание шероховатости 
и пористости [33], а также повышение полярности пу-
тем прививки функциональных групп  [34]. Ряд работ 
указывает на увеличение пролиферации остеобла-
стов на ранней стадии (48 ч) на поверхности пористого 
ПЭЭК, полученного путем прессования с NaCl и его 
последующего промывания. Установлено, что неза-
висимо от размера пор пролиферация клеток улучша-
ется, но со временем количество клеток становится 
меньше, чем на гладкой поверхности ПЭЭК [35]. Одним 

из методов биоактивации ПЭЭК является получение 
пористого ПЭЭК и его композитов  [36]. Наиболее ча-
сто применяющийся способ создания пористой струк-
туры — это сульфонирование (обработка поверхности 
концентрированной H

2
SO

4
)  [33]. ПЭЭК или его компо-

зит помещают в концентрированную H
2
SO

4
  (95–98%), 

затем удаляют остаточные соединения серы посред-
ством гидротермальной реакции при 120 °C. Так, в ис-
следованиях F.S.F. Dos Santos и соавт. [37, 38] биологи-
ческая активность поверхности ПЭЭК была повышена 
с помощью H

2
SO

4
 и раствора «Пиранья», в результате 

чего зафиксировано значительное увеличение жизне-
способности клеток по сравнению с немодифициро-
ванным образцом. Модифицированные поверхности 
также обладали большей способностью стимулиро-
вать рост клеток, что свидетельствует об эффектив-
ной клеточной адгезии и пролиферации.

Модификация поверхности является эффективным 
методом улучшения механических и биологических 
характеристик поверхности материалов при сохране-
нии их объемных свойств [39]. В своем исследовании 
Z. Chen и соавт. предложили стратегию модификации 
поверхности, сочетающую сульфонирование и обра-
ботку холодным прессованием (в присутствии NaCl) 
для формирования трехмерной иерархической пори-
стой структуры на поверхности имплантатов ПЭЭК. 
По мнению авторов, технология проста в эксплуата-
ции и позволяет регулировать размер макропор, изме-
няя параметры порообразующего агента. В результа-
те сульфонирования формировалась мелкопористая 
структура размером 0,5–10  мкм, способствующая 
адгезии клеток, а обработка методом холодного прес-
сования в присутствии порообразователя  (NaCl) 
с последующим выщелачиванием частиц привела к об-
разованию крупных пор размером 100–200 мкм на по-
верхности ПЭЭК, в которые могут прорастать клетки. 
Данный метод модификации не только способствовал 
врастанию клеток, но и усиливал остеогенную диффе-
ренцировку и минерализацию in vitro [39].

Прививка функциональных групп — еще один ме-
тод повышения остеогенной способности материалов 
ПЭЭК. В работе E.  Buck и соавт. поверхность ПЭЭК 
функционализировали двумя типами групп (-NH

2
 

и -COOH), способными к стимуляции про- и противо-
воспалительных реакций макрофагов соответственно. 
Различия в адсорбции белков на поверхности ПЭЭК 
из-за присутствия функциональных групп разного 
характера вызывали разнонаправленные реакции 
макрофагов, тем самым влияя на остеогенную диф-
ференцировку мезенхимальных стволовых клеток. 
Авторы пришли к выводу, что интеграцию имплантатов 
ПЭЭК в кость можно улучшить, введя на поверхность 
одновременно обе функциональные группы (-NH

2
 

и -COOH) [40].
Безусловно, оба подхода (создание композитов 

и модификация поверхности) могут найти применение 
в реконструктивной медицине в зависимости от тре-
буемого баланса между биоактивностью и механиче-
ской прочностью. Следует, однако, отметить, что име-
ющаяся к настоящему времени детальная информация 
о применении ПЭЭК, в том числе модифицированного, 
в реконструктивной хирургии является противоречи-
вой, что требует проведения дополнительного изучения.
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В нашем исследовании выбор в пользу модифика-
ции путем обработки поверхности обусловлен стрем-
лением сохранить объемные свойства ПЭЭК (упру-
гость), в том числе избежать повышения хрупкости 
материала, характерного для высоконаполненных 
композиционных материалов.

Цель работы — оценка цитотоксичности и адгези-
онных свойств поверхности ПЭЭК, модифицирован-
ного серной кислотой, глицином и сплавлением с NaCl 
с последующим выщелачиванием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изготовление образцов. Полиэфирэфиркетон син-
тезирован в Центре прогрессивных материалов 
и аддитивных технологий Кабардино-Балкарского 
государственного университета им.  Х.М.  Бербекова 
по методике  [41]. Характеристики ПЭЭК: температура 
стеклования 148  °С, температура плавления 343  °С, 
показатель текучести расплава 7,8  г/10  мин, модуль 
упругости при изгибе 3900  МПа, предел текучести 
89 МПа, относительное удлинение 81%.

Образцы для исследования были изготовлены 
в виде дисков диаметром 9 мм и толщиной 5 мм мето-
дом фрезерования на станке Roland MDX-50 (Roland, 
Япония) из брусков, полученных методом литья 
под давлением из синтезированного ПЭЭК на термо-
пластавтомате SZS-20 (Ningbo Haitai Machinery, Китай) 
при температуре материального цилиндра 410–420 °С, 
температуре формы 150  °С и давлении запирания 
8 бар.

Сульфонирование. Образцы в виде дисков выдер-
живали в течение 30 с в 50 мл 98%-ной H

2
SO

4
 (ос. ч., 

АО  «Экос-1») при комнатной температуре, многократ-
но промывали дистиллированной водой (аквадистил-
лятор ДЭ-25М, завод  «Электромедоборудование») 
до нейтрального значения pH промывных вод и суши-
ли при 120 °С в вакууме в течение 12 ч в вакуумном 
сушильном шкафу ULAB UT-4630V (ULAB, Китай).

Обработка раствором  «Пиранья» и глицином. 
Образцы в виде дисков выдерживали в течение 
90  с в растворе  «Пиранья» (смесь 98%-ной  H

2
SO

4
 

(ос.  ч., АО  «Экос-1») и 37%-ной  H
2
O

2
 (марка  А, 

ООО  «ПК  Химпром»), взятых в объемном соотноше-
нии  2:1), многократно промывали дистиллированной 
водой до нейтрального значения рН промывных вод, 
после чего на 30  мин помещали в 100  мл 0,002  М 
раствора глицина (99%, Servicebio Technology, Китай) 
при температуре 23 ± 2 °С. По истечении этого време-
ни образец трижды промывали водой и выдерживали 
при температуре 80 °С в вакуумном сушильном шкафу 
в течение 12 ч.

Сплавление с NaCl. Порошок ПЭЭК смешивали 
с NaCl с размером частиц 2–4 мм в массовом соотно-
шении 3:1, затем сплавляли в муфельной печи ЭКПС-10  
(ОАО  «Смоленское СКТБ СПУ») при температуре 
370 °С в течение 35 мин. Полученные изделия в виде 
брусков многократно промывали горячей дистиллиро-
ванной водой и сушили при 120 °С в вакууме в течение 
12  ч. Остаточное содержание соли в промывных во-
дах определяли методом кондуктометрии на приборе 
SevenCompact  S230 (Mettler Toledo, США). Промывку 
считали оконченной, когда электропроводность 

промывных вод стабилизировалась на уровне исход-
ной дистиллированной воды  (≤6  мкСм/см). Методом 
фрезерования из полученных образцов изготавливали 
диски. Пористость образцов определяли методом ги-
дростатического взвешивания с помощью электрон-
ного плотномера Liboshi  MH-300A (Liboshi, Китай). 
Пористость образцов составила 18%.

Исследование структуры полимерных образцов 
проведено на ИК-спектрометре Spectrum TwoТМ (Perkin 
Elmer, США) в диапазоне 4000–450 см–1 (разрешение 
4  см–1, приставка нарушенного полного внутренне-
го отражения  (ATR), 4  скана). Морфологию поверх-
ности образцов изучали с помощью сканирующего 
электронного микроскопа Tescan VEGA3LMH (Tescan, 
Чехия): ускоряющее напряжение 5кВ, датчик SE, дав-
ление 2 × 10–2 Па, режим сканирования Resolution.

Культуры клеток. В качестве тестовых культур ис-
пользовали первичные культуры фибробластов дермы 
человека 4–6-го пассажа. Культуры выделяли из неиз-
мененной утильной кожи доноров старше 18 лет, по-
лученной при проведении пластических операций. 
Предварительно все доноры были обследованы на ге-
патиты В и С, RW и ВИЧ. В анамнезе доноров отсут-
ствовали онкологические заболевания, туберкулез, 
заболевания кожи.

Метод получения культур описан в работе  [42]. 
Культуры стерильны, микоплазмами и вирусами 
не контаминированы. Морфологически клетки куль-
туры перед вводом в эксперимент были однородны, 
преимущественно веретеновидной формы, формиро-
вали субконфлюэнтный монослой. Жизнеспособность 
клеток культуры составляла  97–98%. Фенотип фи-
бробластов соответствовал мезенхимальным ство-
ловым (стромальным) клеткам по экспрессии панели 
маркеров: CD90+, CD105+, CD73+, CD10+, CD45–, CD14–, 
CD34–, HLA DR–.

Исследование цитотоксичности образцов (МТТ-тест).  
Для получения экстрактов навески синтезированного 
порошка ПЭЭК по 0,5 г заливали 5 мл ростовой среды 
следующего состава: среда ДМЕМ/F12 с добавлением 
антибиотиков (пенициллин/стрептомицин 1%) и 2% те-
лячьей эмбриональной сыворотки (ТЭС). Все реакти-
вы — ООО «ПанЭко» (Россия). Пробирки с навесками 
ПЭЭК помещали в СО

2
-инкубатор SANYO MCO-18 

(Sanyo Electric Co., Япония) при t = 37  °С, СО
2
 — 5%, 

95%  относительной влажности. Для получения экс-
трактов одну пробу выдерживали 24 ч (1-суточный экс-
тракт), вторую  — 7  сут (7-суточный экстракт). После 
окончания экстрагирования остаток мелкодисперсно-
го порошка осаждали центрифугированием.

Полученные экстракты стерилизовали фильтрова-
нием последовательно через фильтры 0,8 и 0,22 мкм 
(Corning, США). Подготовленные к исследованию экс-
тракты разводили ростовой средой в объемном соот-
ношении: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8. В процессе получения экс-
трактов и их разведений  рН оставался стабильным 
7,2–7,4, о чем свидетельствовал цвет индикатора, вхо-
дящего в состав ростовой среды.

Экстракты и их разведения переносили на те-
стовую культуру в плоскодонном 96-луночном план-
шете (Costar, США), на 8  лунок планшета каждый. 
Предварительно тестовую культуру клеток высевали 
по 5 тыс. в лунку (103 клеток/см2) в 100 мкл ростовой 
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среды. Клетки культивировали до начала взаимодей-
ствия с исследуемыми экстрактами в течение 24  ч 
в СО

2
-инкубаторе (+37 °С, 5% СО

2
, 95% относительная 

влажность). В качестве контроля оценивали измене-
ние состояния тестовой культуры на культуральном 
пластике (8 контрольных лунок планшета для каждой 
серии).

Через 72  ч культивирования с экстрактами ПЭЭК 
оценивали состояние культуры клеток на поверхно-
сти лунок с помощью инвертированного микроско-
па Leica DMI  3000  B с программным обеспечением 
LAS v. 4.3 (Leica Microsystems, Германия). После фик-
сации и анализа изображений во все лунки планшета 
добавляли по 20  мкл 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолия бромида  (МТТ) в концентрации 
5  мг/мл и инкубировали еще 3  ч в СО

2
-инкубаторе 

при стандартных условиях. Через 3  ч супернатант 
отбирали, замещали на равный объем диметилсуль-
фоксида (ООО  «ПанЭко», Россия) и регистрировали 
оптическую плотность при 540  нм на анализаторе 
INFINITI F50 (Tecan, Австрия).

Критерием цитотоксичности является жизнеспо-
собность клеток. Относительную жизнеспособность 
клеток  (ОЖ) определяли по формуле  (1). Для оценки 
цитотоксичности были определены следующие ранги: 
ранг 0 (ОЖ — 100%) и ранг 1 (ОЖ — 70–99%) — отсут-
ствие цитотоксичности1; ранг 2 (ОЖ — 50–69%) — лег-
кая степень цитотоксичности; ранг 3 (ОЖ — 25–49%) — 
умеренная степень цитотоксичности; ранг  4–5 
(ОЖ — 0–24%) — выраженная цитотоксичность.

		  (1)ОЖ(%) = × 100,
средняя ОП в опытной серии

средняя ОП в контроле

где ОЖ  — относительная жизнеспособность, ОП  — 
оптическая плотность.

Адгезия клеток. Для качественной оценки адгезии 
и жизнеспособности клетки тестовой культуры высева-
ли на поверхность стерильных исследуемых образцов, 
помещенных в лунки 24-луночного планшета (Costar, 
США), с плотностью высева 30 тыс./см2 на образец (по 
3 образца каждой серии). Образцом сравнения служи-
ли клетки культуры, внесенные в 3 лунки в отсутствие 
ПЭЭК (образцы сравнения), культивированные в тех 
же условиях, что и в присутствии ПЭЭК. Планшеты 
помещали в СО

2
-инкубатор на 24 ч. Культивирование 

проводили в стандартных условиях (+37  °С, 5%  СО
2
, 

95% относительная влажность) в ростовой среде сле-
дующего состава: среда ДМЕМ/F12 с добавлением ан-
тибиотиков (пенициллин/стрептомицин 1%) и 10% ТЭС. 
Через 24  ч клетки окрашивали флуорохромами про-
изводства BD Pharmingen™ (США): Calcein AM — флу-
орохром, специфически окрашивающий цитоплазму 
только жизнеспособных клеток, и Hoechst  33342  — 
флуорохром, высокоспецифичный к двухцепочечной 
молекуле ДНК; и фотографировали тестовую куль-
туру на поверхности образцов (ув.  ×40,  ×100,  ×200). 
Изображения клеток на образцах сравнивали с изо-
бражением клеток тестовой культуры на культураль-
ном пластике (образцы сравнения).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На ИК-спектре необработанного образца регистри-
руются характерные полосы ПЭЭК (рис.  1): асимме-
тричное колебание связи С–О ароматического эфира 
проявляется при  1221  см–1; полосы при  1650, 1490, 
926, 1157, 1185  см–1 соответствуют дифенилкетону; 
карбонильные группы кетонной связи проявляют-
ся при 1306 и 1278 см–1; колебания связей C=O бен-
зофеноновых фрагментов дают полосы поглощения 
при 1594 и 1648 см–1 [41].

1	 ГОСТ ISO 10993-5–2023. Изделия медицинские. Оценка биологического действия медицинских изделий. Часть 5. Исследования на цитотоксичность 
методами in vitro.
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Рис. 1. ИК-спектры образцов полиэфирэфиркетона (ПЭЭК) до модификации и после обработки H
2
SO

4
 

(ПЭЭК•H
2
SO

4
) и раствором «Пиранья» с последующей функционализацией глицином
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При сульфонировании на спектре ПЭЭК появляется 
ярко выраженная полоса в области 3440 см–1, что со-
ответствует ОН-колебанию гидроксила сульфогруппы 
и подтверждает окисление ПЭЭК и увеличение поляр-
ности поверхности. Полоса при 1050 см–1 соответству-
ет симметричному растяжению полосы S=O [43].

На спектре ПЭЭК, модифицированного глицином, 
существенные изменения отсутствуют, отмечаются 
лишь пики небольшой интенсивности в области 2700–
2900 см–1, характерные для N–H и C–N колебаний гли-
цина, что свидетельствует о модификации поверхности.

Морфология поверхности образцов ПЭЭК была 
изучена с помощью сканирующей электронной ми-
кроскопии (рис.  2). Существенные различия морфо-
логических характеристик исходного ПЭЭК и ПЭЭК, 
обработанного глицином, отсутствуют, поверхности 
обоих образцов достаточно гладкие. Морфология ми-
кроструктуры сульфонированного ПЭЭК значительно 
изменилась, зафиксировано изменение шероховато-
сти поверхности и увеличение пористости (рис. 2В).

Исследование микроскопическим методом и мето-
дом МТТ-теста показало, что цитотоксичность ПЭЭК 
отсутствует независимо от длительности экстракции 
(табл.). После взаимодействия с 1-суточным и 7-суточным 
экстрактами и их разведениями не выявлено гибели кле-
ток, изменений морфологии и особенностей монослоя 
по сравнению с культурой в контрольных лунках.

При проведении колориметрического исследо-
вания была выявлена незначительная, но сохраняю-
щаяся при разведении экстрактов стимуляция про-
лиферации (ОЖ более 100%), более выраженная 
при взаимодействии с 7-суточным экстрактом и его 
разведениями. Полученные результаты требуют даль-
нейшего изучения.

Было проведено исследование адгезии клеток 
на ПЭЭК и его модифицированных образцах, сфор-
мированных в различных условиях. На поверхности 
немодифицированных образцов ПЭЭК визуализиро-
вались клетки веретеновидной формы с относительно 
равномерным распределением в центральной части 
образцов (рис.  3). По краю образцов клетки распре-
делялись неравномерно, наблюдалось большое ко-
личество участков материала без клеток. Фоновое 
свечение позволило охарактеризовать структуру по-
верхности образца как гладкую. Следует отметить, 
что по краям образцов наблюдали неравномерность 
поверхности, внешне напоминающую обрывки пленки.

При исследовании адгезии клеток серии образцов 
ПЭЭК с сульфонированной поверхностью на поверх-
ности лунок с контрольной культурой визуализиро-
вались клетки с нормальной фибробластоподобной 
морфологией и относительно равномерным распреде-
лением (рис. 4А–В). В это же время на поверхности об-
разцов ПЭЭК•H

2
SO

4
 монослоя не наблюдали, клетки 

Фотографии выполнены авторами

Рис. 2. Поверхность образцов полиэфирэфиркетона. А — немодифицированного; Б — обработанного глици-
ном; В, Г — обработанного H

2
SO

4
; стрелками желтого цвета указаны поры, рядом указан диаметр поры

БА

В Г
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Таблица. Проявление цитотоксичности экстрактов образцов полиэфирэфиркетона и их разведений

Серия Показатель
Длительность экстракции

1 сут (24 ч) 7 сут

Контроль
(n = 8)

Оптическая плотность 0,277 ± 0,031 0,611 ± 0,024

Относительная жизнеспособность, % 100 100

Уровень цитотоксичности 0 0

Экстракт  
(n = 8)

Оптическая плотность 0,266 ± 0,031 0,805 ± 0,025*

Относительная жизнеспособность, % 96 132

Уровень цитотоксичности 1 0

Экстракт 1:1
(n = 8)

Оптическая плотность 0,330 ± 0,030 0,860 ± 0,017*

Относительная жизнеспособность, % 119 141

Уровень цитотоксичности 0 0

Экстракт 1:2
(n = 8)

Оптическая плотность 0,305 ± 0,030 0,834 ± 0,023*

Относительная жизнеспособность, % 110 136

Уровень цитотоксичности 0 0

Экстракт 1:4
(n = 8)

Оптическая плотность 0,337 ± 0,022 0,835 ± 0,015*

Относительная жизнеспособность, % 122 137

Уровень цитотоксичности 0 0

Экстракт 1:8
(n = 8)

Оптическая плотность 0,350 ± 0,028 0,802 ± 0,031*

Относительная жизнеспособность, % 126 131

Уровень цитотоксичности 0 0

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание. * —  p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, критерий Вилкоксона; n — объем выборочной совокупности (число 
наблюдений = число лунок).

Фотографии выполнены авторами

Рис. 3. Клетки тестовой культуры на поверхности образцов немодифицированного полиэфирэфиркетона 
и образцов сравнения. Флуоресцентная микроскопия: зеленый — Calcein AM, синий — Hoechst 33342
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формировали конгломераты, распределение которых 
отличалось от образца к образцу (рис.  4Г–М): обра-
зец № 1 — отдельные конгломераты округлых клеток, 
распределены редко как по центру, так и по краю об-
разца (рис. 4Г–Е); образец № 2 — крупные конгломе-
раты, сформированные из округлых и веретеновид-
ных клеток, контактирующих между собой, по центру 
образца клеток больше, чем по периферии образца 
(рис. 4Ж–И); образец № 3 — преимущественно вере-
теновидные клетки, образующие небольшие конгло-
мераты, в центральной части образца клетки фор-
мировали относительно равномерную редкую сеть, 
а по краю образца были распределены неравномерно 
(рис. 4К–М).

Агломерация клеток на поверхности сульфони-
рованного ПЭЭК может быть связана с тем, что воз-
действие 98%-ной  H

2
SO

4
, согласно данным литера-

туры, приводит к раскрытию ароматического кольца 

мономерного звена, увеличивая количество доступ-
ных функциональных групп, последнее может об-
условливать образование конгломератов клеток, 
что наблюдалось в работе F.S.F. Dos Santos и соавт. [38]. 
В то же время следует обратить внимание, что в работе 
F.S.F. Dos Santos и соавт. поверхность ПЭЭК предвари-
тельно обрабатывали наждачной бумагой для создания 
микрорельефа, что, вероятно, способствовало более 
равномерному распределению клеток на поверхности 
образца. Это различие в шероховатости также могло 
внести вклад в характер распределения клеток и их 
адгезию на поверхности. Различия в адгезии и распре-
делении клеток в литературных источниках и в нашем 
исследовании при обработке поверхности H

2
SO

4
 могут 

являться следствием исходных различий структуры 
и химического состава поверхностного слоя материа-
ла. Для подтверждения этого предположения потребу-
ется дальнейшее изучение.

Фотографии выполнены авторами

Рис. 4. Клетки тестовой культуры на поверхности контрольных лунок и образцов полиэфирэфиркето-
на, обработанного концентрированной  H

2
SO

4
  (ПЭЭК•H

2
SO

4
). Флуоресцентная микроскопия: зеленый  — 

Calcein AM, синий — Hoechst 33342
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В то же время на поверхности материала план-
шета в лунках после удаления образцов можно было 
видеть большое количество жизнеспособных клеток 
с неизмененной фибробластоподобной морфологи-
ей (рис. 5). Последнее свидетельствует об отсутствии 
цитотоксического эффекта при модификации поверх-
ности H

2
SO

4
, а изменения морфологии клеток, иммо-

билизованных на поверхности образцов, вероятнее 
всего, связаны именно с приобретенными в результате 
обработки свойствами поверхности.

На образцах ПЭЭК, обработанных раство-
ром  «Пиранья» с последующей функционализацией 
глицином (рис. 6), адгезия по сравнению с культурой 
в контрольных лунках была снижена, клетки распре-
делялись неравномерно. Визуализировались доста-
точно большие зоны, в которых клетки отсутствовали 
или были видны единичные адгезированные клетки, 
преимущественно определяющиеся по краю образ-
цов. Наименьшее количество адгезированных клеток 
фиксировалось на образце № 2 (рис. 6Ж–И). При этом 
большинство адгезированных клеток сохраняли жиз-
неспособность, о чем свидетельствовало интенсив-
ное зеленое окрашивание (Calcein AM) их цитоплазмы. 
Кроме того, наряду с клетками с типичной фибробла-
стоподобной морфологией (веретеновидная форма 
с выраженными отростками) были зафиксированы от-
дельные деформированные клетки с укороченными 
или отсутствующими отростками.

При исследовании адгезии клеток на поверхности 
физически модифицированных пористых образцов 
ПЭЭК, полученных высокотемпературным сплавлени-
ем с NaCl и последующим его выщелачиванием, было 
показано, что по сравнению с контролем на культу-
ральном пластике адгезия снижена, распределение 
клеток по поверхности образцов относительно равно-
мерное. Так, на образце № 1 зафиксировано большое 
количество адгезированных клеток округлой или не-
определенной формы, без отростков или с укорочен-
ными отростками, с неокрашенной или слабо окра-
шенной зеленым (Calcein AM) цитоплазмой (рис. 7А–В), 
но значительная их часть была нежизнеспособна и де-
формирована. На образце № 2 обнаружено достаточ-
но большое количество адгезированных клеток с вы-
сокой жизнеспособностью (цитоплазма ярко-зеленого 
цвета), с сохраненной типичной морфологией дермаль-
ных фибробластов: вытянутая форма с выраженными 

отростками (рис. 7Ж–И). На образце № 3 клетки также 
сохраняли жизнеспособность и характерную морфо-
логию, но их количество было значительно меньше 
(рис. 7К–М). Сделанные наблюдения позволяют заклю-
чить, что при такой модификации достичь стабильно-
го равномерного изменения топографии поверхности 
образцов одной серии не удается, что и проявляется 
в разной картине адгезии клеток на поверхности об-
разцов.

Уменьшение количества жизнеспособных клеток 
на пористых образцах, полученных прессованием 
ПЭЭК с NaCl с последующим выщелачиванием, скорее 
всего, связано с остаточным содержанием NaCl в глу-
боких порах, расположенных в объеме материала. Это 
и является причиной отличия от данных работы  [35], 
где использовались образцы с поверхностной пори-
стостью. Открытая структура последних обеспечивает 
более эффективную элиминацию порообразователя, 
в то время как объемно-пористая структура затрудня-
ет полное вымывание NaCl из-за ограниченной диф-
фузии. Необходимы дополнительные исследования 
для разработки более совершенной методики полу-
чения пористого ПЭЭК с контролируемым размером 
пор для облегчения проникновения клеток и васкуля-
ризации.

Тем самым наши результаты не подтверждают эф-
фективность таких методов улучшения биосовмести-
мости ПЭЭК, как обработка H

2
SO

4
, обработка глицином 

и высокотемпературное сплавление с NaCl. Адгезия 
клеток является важным критерием при разработке 
полимеров, потенциально возможных для применения 
в медицинских целях, особенно в реконструктивной 
хирургии, где требуется обеспечить взаимодействие 
между имплантатом и костной тканью. Высокая сте-
пень клеточной адгезии к ПЭЭК указывает на биосов-
местимость и возможность создания условий для об-
разования костной ткани вокруг имплантата из этого 
материала.

Представленное исследование демонстрирует, 
что поверхностная модификация ПЭЭК позволяет 
изменить морфологию и полярность поверхности, 
оказывающих значительное влияние на биосовме-
стимость ПЭЭК. Обработка ПЭЭК методами, описан-
ными в работе, не только привела к изменению адге-
зии поверхностно-зависимых клеток, но и повлияла 
на их морфологию и жизнеспособность. Последнее 

Фотографии выполнены авторами

Рис. 5. Внешний вид клеток на поверхности материала планшета после удаления образцов полиэфир
эфиркетона, обработанного концентрированной H

2
SO

4
 (ПЭЭК•H

2
SO

4
). Флуоресцентная микроскопия: зеле-

ный — Calcein AM, синий — Hoechst 33342
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свидетельствует о том, что при разработке имплантатов 
требуется исследование материалов не только на ци-
тотоксичность, но и на биосовместимость. Адгезия 
клеток к поверхности предполагаемых к имплантации 
образцов — только первый этап оценки биосовмести-
мости. Для более детальной характеристики и прогно-
зирования поведения образцов в системе in vivo после 
имплантации необходим расширенный анализ, вклю-
чающий оценку функциональной активности клеток, 
культивируемых на образцах. Исследования адгезии 
с качественной оценкой жизнеспособности позволяют 
отобрать наиболее перспективные образцы на первом 
этапе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенной работы установлено, 
что ПЭЭК, полученный методом поликонденсации в ус-
ловиях нуклеофильного замещения взаимодействием 

гидрохинона с 4,4’-дифторбензофеноном, не прояв-
ляет цитотоксического действия на культуру поверх-
ностно-зависимых клеток (жизнеспособность ≥ 70%). 
Образцы немодифицированного ПЭЭК обеспечивают 
адгезию поверхностно-зависимых клеток, поддер-
жание ими жизнеспособности и характерной морфо-
логии, существенно не отличающихся от контроля. 
Модификация поверхности образцов ПЭЭК посред-
ством обработки H

2
SO

4
, раствором  «Пиранья», гли-

цином и высокотемпературного сплавления привела 
к вариативным эффектам в отношении клеточной 
адгезии. Отмеченные нарушения жизнеспособности 
и морфологии клеток демонстрируют нецелесообраз-
ность применения материалов, модифицированных 
с помощью представленных протоколов обработки, 
в биомедицине. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что для разработки технологий модифи-
кации ПЭЭК для биомедицинских целей критически 
важны не только тщательное изучение самих методик 

Фотографии выполнены авторами

Рис. 6. Клетки тестовой культуры на поверхности контрольных лунок и образцов ПЭЭК•глицин. 
Флуоресцентная микроскопия: зеленый — Calcein AM, синий — Hoechst 33342
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обработки, но и комплексная верификация биологи-
ческих характеристик получаемых материалов на до-
клинической стадии с использованием как клеточных 
моделей in vitro, так и живых организмов in vivo.

Таким образом, несмотря на значительный объем 
экспериментальных исследований композитов ПЭЭК, 
технологии модификации все еще находятся на ста-
дии оптимизации и разработки. Модификации, опи-
санные некоторыми авторами как успешные, на прак-
тике не всегда являются таковыми. Каждый способ 

модификации имеет свои нюансы, тонкости и особен-
ности выполнения; возможно, именно с этим связаны 
различия между полученными нами результатами и ре-
зультатами, описанными в литературе. Следовательно, 
будущие исследования должны быть сконцентрирова-
ны на разработке более эффективных и практичных 
методов модификации, а также на проведении докли-
нических и клинических испытаний модифицирован-
ных композитов в долгосрочной перспективе для ре-
шения задач в разных областях биомедицины.
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