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Введение. Исследована биологическая активность биодеградируемых сплавов на основе цинка, перспективных 
для онкоортопедии. Сплавы были обработаны методом равноканального углового прессования, что позволило 
повысить  их  прочность  за  счет  измельчения  микроструктуры  и  способность  обеспечить  функциональность 
остеосинтеза, фиксированного за счет разрабатываемой на их основе металлоконструкции.
Цель исследования – изучить влияние обработки методом равноканального углового прессования на прочность, 
пластичность,  скорость деградации, биосовместимость in vitro и цитотоксичность относительно опухолевых 
клеток линии SKOV-3 сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.
Материалы и методы. В качестве объектов исследования были использованы сплавы Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
в исходном состоянии и после равноканального углового прессования, а в качестве модельных систем – клетки 
крови мышей линии CBA. Для оценки гемолитической активности образцы инкубировали с эритроцитами в те-
чение 4 и 24 ч при 37 °С, оценивая относительное увеличение уровня внеклеточного гемоглобина в сравнении 
с интактным контролем. Цитотоксичность сплавов оценивали по изменению уровня активности внеклеточной 
лактатдегидрогеназы после 24 ч инкубации с мононуклеарными лейкоцитами. Исследование противоопухоле-
вой цитотоксической активности производили на клетках рака яичников человека линии SKOV-3 in vitro, оценивая 
их выживаемость через 48 ч инкубации с образцами сплавов в тесте лактатдегидрогеназы.
Результаты. В результате проведенных исследований был сделан вывод о том, что исследуемые сплавы после 
обработки равноканальным угловым прессованием сохранили биосовместимость, поскольку не было выявлено 
признаков гемолиза и цитотоксичности относительно клеток крови. Однако контакт с образцами всех изучен-
ных сплавов  in vitro индуцировал достоверное угнетение метаболической активности культуры клеток рака 
яичников  в  сравнении  с  контролем.  Инкубация  с  образцами  приводит  к  снижению  клеточной  активности 
в среднем на 49 и 59 % для сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca, соответственно. Добавка в состав 
сплава Zn – 1 %Mg кальция способствовала росту противоопухолевой цитотоксической активности.
Заключение. Таким образом, основываясь на результатах оценки гемолитической активности и цитотоксично-
сти образцов, можно сделать вывод о биосовместимости изученных сплавов. Выявлено, что сплавы Zn – 1 %Mg 
и  Zn  –  1 %Mg  –  0,1 %Ca  обладали  выраженным  цитотоксическим  воздействием  относительно  опухолевых 
клеток линии SKOV-3. Полученные данные указывают на перспективность разработки на основе изучаемых 
сплавов медицинских изделий нового типа, перспективных, в частности, для онкоортопедии: разработанная 
на их основе металлоконструкция может обеспечить прочность остеосинтеза, снизить риск локального реци-
дива онкологического заболевания и не требует повторной операции для удаления.
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Introduction. The biological activity of potential biodegradable zinc-based alloys that are promising for onco-
orthopedics was studied in this work. The alloys were processed by equal-channel angular pressing, which made it 
possible to increase their strength due to microstructure refinement and the ability to provide the functionality of 
osteosynthesis, fixed due to the metal structure developed on their basis.
Aim. Investigation of effect of equal-channel angular pressing (ECAP) treatment on strength, ductility, degrada-
tion  rate,  biocompatibility  in vitro  and  cytotoxicity  against  SKOV-3  tumor  cells  of  the  Zn  –  1 %Mg  and  Zn  – 
1 %Mg – 0.1 %Ca alloys.
Materials and methods. The Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys in the initial state and after ECAP were 
used as objects of study, and blood cells of CBA mice were used as model systems. To assess the hemolytic activity, 
the samples were incubated with red blood cells for 4 and 24 hours at 37 °C, assessing the relative increase in the 
level of extracellular hemoglobin compared to the intact control. The cytotoxicity of the alloys was assessed by 
the change in the level of extracellular  lactate dehydrogenase (LDH) activity after 24 hours of  incubation with 
mononuclear white blood cells. The study of antitumor cytotoxic activity was carried out on human ovarian cancer 
cells of the SKOV-3 line in vitro, assessing their survival after 48 hours of incubation with alloy samples using the 
LDH test.
Results. As a result of the studies, it was concluded that the studied alloys after ECAP treatment retained their 
biocompatibility, since there were no signs of hemolysis and cytotoxicity with respect to blood cells. However, con-
tact with samples of all studied alloys in vitro induced a significant inhibition of the metabolic activity of the ovarian 
cancer cell culture in comparison with the control. Incubation with alloys samples leads to a decrease in cellular ac-
tivity by an average of 49 % and 59 % for Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys, respectively. The addition of 
calcium to the composition of the alloy Zn – 1 %Mg contributed to the growth of antitumor cytotoxic activity.
Conclusion. Thus, based on the results of assessing the hemolytic activity and cytotoxicity of the samples, we can 
conclude that the studied alloys are biocompatible. It was also found that Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys had a pronounced cytotoxic effect on SKOV-3 tumor cells. The obtained data indicate the prospects for the 
development of a new type of medical devices based on the studied alloys, promising, in particular, for oncoortho-
pedics: a metal structure developed on their basis can ensure the strength of osteosynthesis, reduce the risk of 
local recurrence of oncological disease and does not require a second operation to remove the device.
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Введение
Идея создания биоразлагаемых изделий меди-

цинского назначения, которые деградировали бы 
в теле пациента после выполнения необходимых 
функций, рассматривается учеными уже не одно 
 десятилетие [1–3]. Одними из первых материалов, 
которые были предложены для этих целей, были био-
разлагаемые полимеры [4]. Однако, несмотря на био-
совместимость, низкий уровень их механических 
характеристик не позволяет создавать из них кон-
струкции, которые предполагается эксплуатировать 
в условиях повышенных нагрузок, например имплан-
таты для остеосинтеза. Именно поэтому пристальный 
интерес ученых и медиков вызвали биоразлагаемые 
металлы, которые наряду с биосовместимостью об-
ладают высокими механическими характеристиками. 
Среди металлов, способных разлагаться, выбор пал 
на металлы, которые могут безопасно метаболизиро-
ваться организмом и в виде микроэлементов необхо-
димы организму для нормального функционирова-
ния, в частности такие как Mg, Fe и Zn. Сплавы 
на основе магния удовлетворяют требованиям био-
совместимости и характеризуются модулем упруго-
сти, близким к модулю упругости кости [5]. Железо-
содержащие сплавы, кроме биосовместимости, 
обладают высокими прочностными свойствами [6]. 
Вместе с тем и железные, и магниевые сплавы обла-
дают определенными недостатками. Так, магниевые 
сплавы демонстрируют высокую скорость деграда-
ции, сопровождающуюся выделением водорода. Не-
смотря на различные мнения о неблагоприятном 
влиянии на организм газов, скапливающихся вокруг 
имплантатов, полностью игнорировать их потенци-
альный вред нельзя [7, 8]. В случае сплавов на основе 
железа наблюдается образование объемных продуктов 
деградации, которые могут инкапсулироваться в ор-
ганизме и вызывать воспалительные реакции [9]. 
Сплавы на основе железа обладают низкой скоростью 
деградации, что приводит к тому, что имплантат оста-
ется в организме пациента на длительный срок уже 
после завершения его терапевтического эффекта. 
Цинковые сплавы лишены таких недостатков, как га-
зообразование и образование объемных продуктов 
деградации. Кроме того, цинк является важным ми-
кроэлементом и участвует в метаболических процес-
сах организма человека [10, 11]. При разработке им-
плантатов на основе цинка следует учитывать то, что 
передозировка цинка (более 100–300 мг / день) может 
вызывать тошноту, рвоту, боль в животе и нарушать 
иммунную функцию [12]. При этом скорость дегра-
дации сплавов на основе цинка (~0,1–0,5 мм / год) 
при отсутствии ярко выраженной дисфункции ор-
ганов выделения, как предполагается, не способна 
индуцировать системное накопление в организме 
токсической дозы этого микроэлемента [13]. Ра-

нее D. Vojtěch и соавт. установили, что доля ионов 
Zn2+, высвобождающихся в процессе деградации чис-
того цинка, незначительна по сравнению с максималь-
но допустимым биологическим пределом [14].

Одной из первых работ, направленных на иссле-
дование биосовместимости цинка, была статья 
P. K. Bowen, J. Drelich, J. Goldman [15]. После имплан-
тации цинковой проволоки в брюшную аорту крыс 
на 1, 3, 4, 5 и 6 мес авторы не сообщали о наличии 
воспалительных процессов и отторжений. Более де-
тальное исследование биосовместимости in vivo в рам-
ках данной биологической модели было проведено 
в работе [16]. Это исследование показало превосход-
ную биосовместимость образцов на основе цинка 
с тканью аорты. Авторы не наблюдали воспалитель-
ных реакций и локального некроза, напротив, отме-
чали регенерацию ткани вокруг частично деградиро-
вавшего имплантата [16]. Следующим шагом на пути 
создания изделий медицинского назначения на ос-
нове цинка стало исследование влияния различных 
элементов на его биосовместимость. S. Du и соавт. 
показали то, что добавка таких редкоземельных ме-
таллов (РЗМ), как La, Ce и Nd, вызывала более вы-
раженную остеоинтеграцию по сравнению с чистым 
Zn при имплантации пятимесячным самцам новозе-
ландских кроликов [17]. Сплав Zn – 0,8 %Sr оказывал 
схожий эффект и способствовал остеогенезу [18]. 
В то же время в исследованиях, проведенных на спла-
ве Zn – 0,5 %Mn, обнаружено, что имплантация 
штифтов в проксимальный отдел большеберцовой 
кости способствует восстановлению поврежденного 
костного мозга и не приводит к воспалениям тканей 
и повреждению печени и почек [19]. Кроме того, 
существует ряд работ, свидетельствующих о том, что 
оксид цинка обладает противоопухолевой цитоток-
сической активностью [20, 21]. Известны публика-
ции, в которых продемонстрировано, что такие РЗМ, 
как Gd, Nd, Eu и La, могут проявлять противоопу-
холевый эффект [22–24]. Сообщается также, что 
противоопухолевый эффект могут демонстрировать 
Mg [25, 26] и Ca [27], характеризующиеся оптималь-
ной биосовместимостью. Из этого следует, что, варь-
ируя состав сплава на основе цинка, можно созда-
вать изделия различного назначения: не только 
коронарные стенты и имплантаты для остеосинтеза, 
но также и изделия для онкоортопедии. Однако в слу-
чае применения цинковых сплавов в качестве несу-
щего каркаса при травмах и заболеваниях костей 
следует учитывать их низкие механические характе-
ристики. В таком случае применение предваритель-
ной деформационной обработки (например, равно-
канального углового прессования (РКУП) [28]) 
для повышения прочности сплавов на основе Zn 
является необходимой частью разработки готового 
изделия.
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Учитывая изложенное, цель настоящего исследо-
вания заключалась в исследовании влияния обработки 
методом РКУП на прочность, пластичность, скорость 
деградации, биосовместимость in vitro и цитотоксич-
ность относительно опухолевых клеток линии SKOV-3 
сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.

Материалы и методы
Материалы. Объектами исследования в данной 

 работе являлись 2 сплава: Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Са, обладающие потенциалом для разработки 
на их основе медицинских изделий. Для улучшения 
механических характеристик изучаемых сплавов 
их подвергали деформационной обработке методом 
РКУП, который проводили по маршруту Вс при тем-
пературе 300 °С на установке с углом пересечения 
каналов, равным 120°. Для обоих сплавов проводили 
по 8 проходов РКУП, что соответствовало степени 
деформации, равной 6,4.

Исследование механических свойств. Исследова-
ние механических характеристик проводили на ис-
пытательной машине Instron 3382 (Instron Corp., США) 
при комнатной температуре. Испытания прово дили 
на плоских образцах с площадью поперечного сечения 
2 мм × 1 мм и рабочей длиной равной 5,75 мм.

Подготовка образцов к исследованию деградации 
и биологических свойств. Для исследований исполь-
зовали образцы в форме 1 / 4 диска диаметром 10 мм 
и толщиной около 1 мм. Перед началом проведения 
исследований образцы погружали на 2 ч в 60 % эта-
ноле (водный раствор), а затем высушивали в сте-
рильных условиях.

Исследование скорости деградации. Исследования 
скорости деградации проводили методом потери мас-
сы в питательной среде на основе RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия), дополненной 10 % фетальной телячьей 
 сывороткой (HyClone™, США), 4 мМ L-глутамина 
(«ПанЭко», Россия) и 1 % пенициллин-стрептоми-
цина («ПанЭко», Россия). Образцы, предварительно 
обработанные погружением в этанол, как было опи-
сано выше (n = 9 для каждого сплава), выдерживали 
в инкубационной среде при 37 °С в течение 1, 3 и 7 сут. 
Среду для инкубации меняли свежей порцией каждые 
2 сут. После извлечения образцов их промывали в 10 % 
водном растворе персульфата аммония ((NH

4
)

2
S

2
O

8
) 

в течение 5 мин для удаления продуктов деградации. 
Затем образцы тщательно высушивали в стерильной 
среде и взвешивали на электронных весах Sartorius 
pro 11 (Data Weighing Systems, США). Значение ско-
рости деградации (DR) рассчитывалось по форму-
ле [29]

DR = 8,76 × 104 × 
m

0
 – m

f

A × t × ρ ,

где DR – скорость коррозии, мм / год; m
0
 – исходная 

масса, г; m
f
 – конечная масса, г; t – время погруже-

ния, ч; A – площадь поверхности образца, см2; ρ – 
плотность сплава, г / см3.

Исследование параметров биосовместимости 
in vitro. С этой целью оценивали гемолитическую 
активность и цитотоксичность образцов сплавов Zn – 
1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca в форме 1 / 4 диска 
диаметром 10 мм (не менее чем 6 образцов каждого 
типа). Перед проведением испытаний все образцы 
стерилизовали, как указано выше, и исследовали со-
гласно методам, описанным ранее [30]. В качестве 
биологических моделей использовали клетки крови 
мышей линии C57BL / 6. В частности, для оценки 
гемолитической активности образцы инкубировали 
в 2 мл ростовой среды на основе RPMI-1640 с эри-
троцитами в течение 4 и 24 ч при температуре 37 °С 
в атмосфере с 5 % углекислым газом, а затем рассчи-
тывали отношение измеренной с помощью план-
шетного ридера Spark (Tecan, США) при 540 нм оп-
тической плотности внеклеточной среды в лунках 
с образцами сплавов к контролю, выраженное в про-
центах. Цитотоксичность оценивали после 24 ч ин-
кубации образцов сплавов в питательной среде с мо-
нонуклеарными лейкоцитами в описанных условиях, 
путем оценки уровня активности внеклеточной лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ). Релиз ЛДГ лейкоцитов 
во внеклеточную среду изучали путем оценки актив-
ности ЛДГ в культуральной среде с использованием 
набора Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo 
Scientific™, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя с последующим расчетом отношения ве-
личин, измеренных при 450 против 620 нм в среде 
инкубации образцов сплавов и в контроле, выражен-
ного в процентах. В качестве контролей использова-
ли клетки, которые культивировали без образцов 
сплавов в аналогичных условиях.

Исследование противоопухолевой цитотоксичности 
in vitro. Исследования проводили на клетках рака 
яичников человека линии SKOV-3 (коллекция ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России). Выбор данной биологической модели обу-
словлен тем, что в клинической практике рак яични-
ков часто является причиной вторичного поражения 
костей вследствие метастатического распространения 
клеток первичного опухолевого узла. Это влечет не-
обходимость проведения остеореконструктивных 
операций после резекции тканей костей, разрушен-
ных опухолью. Образцы сплавов обрабатывали эта-
нолом и высушивали, как описано выше.

Культуру опухолевых клеток в логарифмической 
фазе обрабатывали раствором Версена («ПанЭко», 
Россия), отмывали средой RPMI-1640, ресуспенди-
ровали в свежей порции ростовой среды и наносили 
на поверхность образцов сплавов (использовали 
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не менее трех образцов каждого типа) в объеме 20 мкл 
на образец (7600 ± 100 клеток). В контроле клеточную 
суспензию в объеме 20 мкл наносили на дно лунки 
планшета. После 30 мин культивации клеток при 37 °С 
в атмосфере 5 % углекислого газа во все лунки добав-
ляли по 2 мл полной ростовой среды и инкубировали 
в течение 3 сут для оценки пролиферации и клеточ-
ной колонизации при соблюдении указанных усло-
вий. Влияние сплавов на выживаемость опухолевых 
клеток оценивали, рассчитывая отношение активно-
сти ЛДГ клеток на поверхности образцов к контролю. 
Для документирования роста опухолевых клеток 
на поверхности образцов сплавов их окрашивали 
Calcein AM (Sigma, США) и пропидием йодидом с по-
мощью набора Live / Dead Kit (Sigma, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя, а затем изу-
чали методом флуоресцентной микроскопии 
с помощью цифрового микроскопа LionHeart LX 
(Perkin Elmer, США).

Статистический анализ данных. Результаты иссле-
дований представлены в виде среднего значения 
и стандартной девиации измеренных величин. Срав-
нительный анализ межгрупповых данных проводили 
с использованием t-критерия. Различия учитывали 
как достоверные при р < 0,05.

Результаты
Механические свойства. Сплавы, предназначен-

ные для создания конструкций для остеосинтеза, 
должны обладать высоким уровнем прочности, по-
этому целесообразно проводить деформационную 
обработку, направленную на повышение прочности 
данных материалов. В нашем случае в качестве спо-
соба повышения прочностных характеристик иссле-
дуемых сплавов было выбрано РКУП. Данная обра-
ботка за счет изменения микроструктуры материала 
приводит к изменению его механических свойств. 
В таблице представлены результаты исследования 

механических свойств сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca до и после РКУП.

Применение РКУП приводит к росту прочности 
и пластичности обоих исследуемых сплавов. В случае 
сплава Zn – 1 %Mg РКУП приводит к росту предела 
прочности со 156 ± 3 МПа в исходном состоянии 
до 197 ± 9 МПа. При этом наблюдается рост пластич-
ности с 0,2 ± 0,1 до 4,0 ± 0,3 %. В сплаве Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после РКУП также наблюдается 
рост прочности и пластичности. В этом случае предел 
прочности растет со 154 ± 5 до 209 ± 6 МПа при росте 
относительного удлинения с 0,4 ± 0,1 до 3,2 ± 1,0 %. 
Дальнейшие исследования были проведены на спла-
вах после обработки РКУП.

Скорость деградации. На рис. 1 представлены ре-
зультаты исследования деградации сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca после обработки РКУП 
в среде на основе RPMI-1640. Исследования показа-
ли то, что добавка Ca в сплав Zn – 1 %Mg не влияет 
на его коррозионную стойкость. Однако в случае 
обоих сплавов с увеличением времени инкубации 
скорость деградации замедляется. Так, скорость де-
градации после 1 сут инкубации в среде составила 
0,82 ± 0,04 и 0,83 ± 0,01 мм / год для сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca соответственно. Увеличение 
длительности инкубации сплавов до 3 сут приводит 
к снижению данных значений до 0,29 ± 0,01 и 0,26 ± 
0,03 мм / год соответственно. После 7 сут выдержки 
в растворе средняя скорость деградации снизилась 
до 0,13 ± 0,03 мм / год для сплава Zn – 1 %Mg и 0,13 ± 
0,01 мм / год – для сплава Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.

Биосовместимость in vitro. Результат исследования 
гемолитической активности показал то, что изучаемые 
сплавы не индуцировали статистически достоверно-
го повреждения мембран эритроцитов после 4 и 24 ч 
инкубации (рис. 2). Однако, сравнивая свойства образцов 
сплавов разного состава, можно заметить тенденцию 
нарастания гемолиза под влиянием образцов сплава 

Механические свойства сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca до и после равноканального углового прессования (РКУП)

Mechanical properties of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys before and after equal-channel angular pressing (ECAP)

Материал и его обработка 
Material and its processing

Предел текучести, МПа 
Yield stress, MPa

Предел прочности, МПа 
Ultimate tensile strength, MPa

Удлинение, % 
Elongation, %

Zn – 1 %Mg

Отжиг 
Annealing

153 ± 7 156 ± 3 0,2 ± 0,1

РКУП 
ECAP

164 ± 9 197 ± 9 4,0 ± 0,3

Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca

Отжиг 
Annealing

135 ± 13 154 ± 5 0,4 ± 0,1

РКУП 
ECAP

179 ± 6 209 ± 6 3,2 ± 1,0
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Zn – 1 %Mg в сравнении с эффектом сплава Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca (р >0,05).

Изучение цитотоксичности относительно лейко-
цитов крови продемонстрировало то, что присутствие 
обоих изученных сплавов в среде инкубации не при-
водило к достоверному повышению активности вне-
клеточной ЛДГ в сравнении с контролем (р >0,05) 
(рис. 3). Отсутствие признаков индуцированного 
релиза ЛДГ во внеклеточную среду свидетельствует 
о сохранении его локализации в цитозоле клетки на 
протяжении всего периода коинкубации с образцами 

сплавов, что позволяет сделать вывод об отсутствии 
признаков повреждения клеточных мембран модель-
ных иммунных клеток под воздействием изучаемых 
сплавов.

Приведенные результаты не выявили призна-
ков повреждения клеток крови вследствие контакта 
in vitro с изучаемыми сплавами Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после РКУП. Таким образом, мож-
но сделать вывод о том, что введение кальция в состав 

Рис. 1. Скорость деградации сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
после обработки равноканальным угловым прессованием при инкуба-
ции в среде на основе RPMI-1640 в течение 1, 3 и 7 сут

Fig. 1. The degradation rate of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys after equal-channel angular pressing treatment during incubation in 
a medium based on RPMI-1640 for 1, 3 and 7 days

Рис. 2. Гемолитическая активность сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после обработки РКУП в сравнении с контролем

Fig. 2. Hemolytic activity of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys after equal-channel angular pressing treatment in comparison with 
control

Рис. 3. Изучение цитотоксичности сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca по результатам регистрации уровня внеклеточной 
активности лактатдедигрогеназы лейкоцитов крови человека после 
инкубации с изученными образцами в сравнении с контролем

Fig. 3. The study of the cytotoxicity of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 
0.1 %Ca alloys based on the results of registration of the level of extra-
cellular activity of lactate dehydrogenase in human white blood cells after 
incubation with the studied samples in comparison with the control

Рис. 4. Подавление выживаемости опухолевых клеток линии SKOV-3 
после инкубации на поверхности сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Ca после обработки равноканальным угловым прессованием 
в сравнении с контролем (интактные клетки) in vitro, *p <0,05

Fig. 4. Viability suppression of SKOV-3 tumor cells after incubation on the 
surface of Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys after equal-
channel angular pressing treatment in comparison with the control (intact 
cells) in vitro, *p <0.05
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сплава Zn – 1 %Mg и деформационная обработка 
методом РКУП не индуцируют изменение их биосо-
вместимости.

Противоопухолевая цитотоксичность in vitro. Ре-
зультаты оценки проявлений специфической биоак-
тивности разработанных сплавов в виде цитотокси-
ческого воздействия на опухолевые клетки 
представлены на рис. 4 и 5. Полученные результаты 
показывают то, что контакт с обоими сплавами угне-
тает выживаемость опухолевых клеток (рис. 4). На это 
указывает достоверное снижение результатов ЛДГ-те-
ста, основанного на оценке метаболической актив-
ности клеточной культуры после инкубации на по-
верхности образцов сплавов в сравнении с контролем, 
а также микрофотографии, приведенные на рис. 5. 
После обработки РКУП сплав Zn – 1 %Mg угнетал 
клеточную активность в среднем на 49 %, 

а Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca на 59 %. Изучение клеток 
на поверхности сплавов с использованием флуорес-
центной микроскопии позволило прийти к сходным 
выводам. В сравнении с контролем можно увидеть 
значительное повышение концентрации в культуре 
нежизнеспособных клеток с поврежденной цитоплаз-
мой, а также драматичное снижение абсолютного 
количества живых клеток на поверхности образцов 
сплавов. Эти признаки были особенно выражены 
на образцах сплава Zn – 1 %Mg – 0,1 %Cа.

Обсуждение
В настоящей работе было проведено исследова-

ние механических характеристик, скорости деграда-
ции, отдельных параметров биосовместимости и ци-
тотоксической противоопухолевой активности 
сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Cа, 

Рис. 5. Микрофотографии опухолевых клеток линии SKOV-3 на поверхности образцов сплавов Zn – 1 %Mg (а, в) и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
(б, г) после 3 дней инкубации. Окраска Calcein AM и пропидием йодидом для визуализации живых (зеленый цвет) и клеток с поврежденной 
мембраной (красный цвет) соответственно

Fig. 5. Micrographs of tumor cells of the SKOV-3 line on the surface of Zn – 1 %Mg (a, c) and Zn – 1 %Mg – 0.1 % Ca (b, d) alloys samples after 3 days 
of incubation. Calcein AM and propidium iodide staining to visualize live (green) and membrane-damaged (red) cells, respectively

а б

в г
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упрочненных РКУП. Исследования подтвердили то, 
что применение обработки с помощью РКУП позво-
ляет повысить прочность обоих исследованных спла-
вов на 20–25 % при повышении пластичности на по-
рядок. Рост механических характеристик вызван 
изменениями, происходящими в структуре и тексту-
ре сплавов в процессе деформационной обработки. 
Ранее X. Zhuo и соавт. показали то, что РКУП сплава 
Zn – 0,4 %Mg – 0,02 %Mn приводит к росту прочно-
сти со 126,0 ± 4,4 до 194,5 ± 4,3 МПа при росте пла-
стичности с 1,7 ± 0,1 до 9,8 ± 1,1 % [31]. Было также 
доказано то, что формирование однородной измель-
ченной микроструктуры и наклоненной базисной 
текстуры после РКУП приводило к росту прочности 
и пластичности сплава Zn – 1,5 %Mg – 0,3 %Y [32].

При исследовании процессов деградации обна-
ружено то, что добавка 0,1 %Ca не приводит к изме-
нению скорости деградации сплава Zn – 1 %Mg. 
При этом увеличение срока инкубации с 1 до 3 дней 
в 2 раза уменьшает скорость деградации. После ин-
кубации в течение 7 дней скорость деградации обоих 
сплавов снижается еще вдвое. Снижение скорости 
деградации может быть связано с постепенным раз-
растанием на поверхности образцов пленки, состоя-
щей из продуктов деградации сплавов. K. Niu и соавт. 
[33] исследовали разрастание пленки продуктов де-
градации на сплавах Zn – 4 %Ag, Zn – 4 %Ag – Cu 
и Zn – 4 %Ag – Mn после инкубации в растворе 
Хенкса. Исследования подтвердили, что на началь-
ных этапах деградации на поверхности образцов об-
разовывались точечные очаги продуктов коррозии, 
которые при увеличении срока эксперимента пре-
вращались в пленку толщиной 50,5; 75,7 и 230,3 мкм 
для сплавов Zn – 4 %Ag, Zn – 4 %Ag – Cu и Zn – 
4 %Ag – Mn соответственно. Исследования, про-
веденные на чистом цинке и сплавах Zn – 3 %Ag  
и Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg, также согласуются с на-
шими результатами. Так, потеря массы чистого Zn 
и сплавов Zn – 3 %Ag, Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg после 
14 дней инкубации в растворе Хенкса составляла 32,5 
± 2,0, 26,1 ± 0,6 и 29,3 ± 3,3 мкм / год. После 30 дней 
испытаний процесс деградации замедлился до 10,4 ± 
0,8, 15,3 ± 3,9 и 14,5 ± 1,6 мкм / год для чистого Zn, 
Zn – 3 %Ag, Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg соответственно 
[34]. Кроме того, стоит подчеркнуть, что полученное 
нами значение скорости деградации сплавов близко 
к скорости, заявляемой как «идеальная» скорость 
деградации биорезорбируемого имплантата. Ранее 
было показано, что скорость деградации ~0,5 мм / год 
является наиболее приемлемой с точки зрения обеспе-
чения одновременного постепенного рассасывания 
изделия и сохранения его несущей способности [35].

Проведенные исследования биосовместимости 
в условиях in vitro не выявили значимого увеличения 
гемолитической активности эритроцитов крови и уг-

нетения жизнеспособности лейкоцитов крови чело-
века (р >0,05), что указывает на отсутствие признаков 
повреждения клеток крови под влиянием изученных 
сплавов цинка после обработки РКУП. Полученные 
данные хорошо согласуются с ранее выполненными 
исследованиями. Исследования гемосовместимости 
других сплавов цинка, например Zn – 2 %Cu – 
0,2 %Mn – Li (с различным содержанием Li), пока-
зали то, что уровень индуцированного гемолиза спла-
вов не превышал 2 %, при этом величина эффекта 
коррелировала с концентрацией экстракта [36]. Спла-
вы Zn, Zn – 0,8 %Cu, Zn – 0,8 %Mn и Zn – 0,8 %Li 
демонстрировали схожий результат [37]. Полученные 
нами данные об отсутствии негативного воздействия 
на клетки крови деформационной обработки методом 
РКУП, опосредующей изменение микроструктуры 
сплавов [38, 39], согласуются с результатами наших 
предыдущих исследований, доказавших биосовме-
стимость сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Са, обработанных кручением под высоким дав-
лением. Тем не менее, согласно работам других 
исследователей, можно сделать вывод о том, что при-
менение иных методов обработки сплавов может 
ухудшить их биосовместимость. Например, есть дан-
ные о том, что после кручения под высоким давле-
нием сплав Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са демонстрировал 
умеренную цитотоксичность, тогда как цитотоксич-
ность сплава Zn – 1 %Mg значимо не отличалась 
от контроля [40, 41]. Отдельно стоит отметить влия-
ние изменения химического состава на биоактивные 
свойства сплава. В частности, есть данные о появле-
нии у сплавов на основе системы Zn–Mg дополни-
тельных функциональных свойств в сравнении с чи-
стым цинком. Так, X. Tong и соавт. наблюдали то, 
что сплавы Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %РЗМ 
обладали эффективным антикоагулянтным действи-
ем, причем добавка РЗМ приводила к увеличению 
этого действия [42], а сплавы на основе системы Zn – Sr 
демонстрировали умеренную антибактериальную 
активность [43]. Кроме того, как уже было прежде 
упомянуто, ионы цинка, магния и кальция могут об-
ладать специфической противоопухолевой цитоток-
сической активностью [20–21, 25–27]. Проведенные 
нами в данной работе исследования подтверждают 
способность сплавов угнетать выживаемость опухо-
левых клеток на примере клеток рака яичников че-
ловека линии SKOV-3. Ранее нами уже было пред-
ставлено то, что сплав Mg – 1,03 %Zn – 0,66 %Ca, 
деградирующий с выделением ионов Mg2+, Zn2+, Ca2+, 
демонстрирует специфическую цитотоксическую 
активность в отношении опухолевых клеток линии 
K562 [44]. При деградации исследуемых в работе 
сплавов также выделяются ионы Mg2+, Zn2+, Ca2+, 
с той только разницей, что в случае сплавов на осно-
ве цинка большинством ионов в растворе являются 
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не ионы Mg2+, а ионы Zn2+, противоопухолевый эф-
фект которых в медицине хорошо известен [45–48]. 
Несмотря на то что нами не было выявлено значимой 
разницы в цитотоксичности сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са против клеток линии 
SKOV-3, наблюдалась тенденция к нарастанию про-
тивоопухолевой цитотоксичности в случае добавле-
ния кальция. При этом 0,1 %Са, добавленный в со-
став сплава, вероятно, приводил к релизу довольно 
низкой концентрации ионов Ca2+. Именно поэтому 
есть основания полагать, что увеличение содержания 
кальция в сплаве может усиливать противоопухоле-
вый эффект.

Заключение
Таким образом, в результате проведенного иссле-

дования мы пришли к выводу о том, что обработка 
методом РКУП не ухудшает биосовместимость спла-
вов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са. Получен-
ные результаты позволяют рассматривать эти сплавы 
как перспективные для создания на их основе био-
деградируемых медицинских изделий. Полученные 
данные об угнетении выживаемости клеток рака яич-
ников человека линии SKOV-3 после инкубации 
на поверхности обоих изученных сплавов позволяют 
предположить, что использование полученного на их 

основе погружного медицинского изделия сможет 
локально тормозить развитие опухолевого роста. Ве-
роятно, подобный подход может быть реализован 
в онкоортопедии для остеосинтеза или возмещения 
дефектов костной ткани, пораженной опухолевым 
процессом. В настоящем исследовании было пока-
зано то, что обработка РКУП за счет регуляции струк-
туры и текстуры исследуемых сплавов позволяет 
 повысить их прочность на 20–25 % при росте пла-
стичности на порядок. Приведенные данные указы-
вают на перспективность разработки на основе изу-
чаемых сплавов медицинских изделий нового типа, 
способных деградировать в биологически активной 
среде со скоростью, не препятствующей сохранению 
их целостности, с постепенным замещением их объ-
ема собственной вновь образованной тканью орга-
низма и релизом биоактивных компонентов. В част-
ности, обнаруженные свойства обосновывают их 
использование в качестве базы погружных имплан-
татов и крепежных элементов для проведения ос-
теореконструктивных операций у онкологических 
больных благодаря уникальному сочетанию механи-
ческих свойств и потенциала снижения риска реци-
дивов опухоли за счет реализации контактной цито-
токсической противоопухолевой активности 
в локусе имплантации металлоконструкций.
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