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Исследование направлено на создание наноструктурированных покрытий на основе гексагональ-
ного нитрида бора с высокой сорбционной способностью в отношении различных терапевтических
препаратов и пролонгированным антибактериальным действием за счет их постепенного высво-
бождения в физиологической среде. Покрытия получены путем взаимодействия газообразного ам-
миака с прекурсором из наночастиц аморфного бора. В качестве бактерицидных агентов использо-
вали антибиотики гентамицина сульфат, ципрофлоксацин и противогрибковый препарат амфоте-
рицин В. Кинетику высвобождения антибиотиков исследовали при различном значении рН.
Антибактериальные исследования показали, что все типы покрытий оказывают бактерицидное
действие против антибиотико-резистентного штамма Escherichia coli K-261. Покрытия, насыщен-
ные амфотерицином В, оказали противогрибковое действие против различных штаммов аскомице-
та Neurospora crassa – дикого типа wt-987 и мутантов по азотному метаболизму – nit-2 и nit-6.

DOI: 10.1134/S1992722320040044

ВВЕДЕНИЕ

Разработка антибактериальных покрытий все-
гда являлась важной задачей в области биомеди-
цинской инженерии, так как патогенные бакте-
рии и вызываемые ими инфекции являются
одной из основных причин отторжения имплан-
татов. Одной из перспективных стратегий подавле-
ния бактериальных инфекций является введение
антибактериальных агентов в состав имплантата.
Материалы, насыщенные терапевтическими пре-
паратами, проявляют свою бактерицидную ак-
тивность за счет постепенного их выхода в биоло-
гическую среду. Преимущество данного подхода
состоит в локальности терапевтического воздей-
ствия и низкой дозе бактерицидного агента по
сравнению с традиционными методами лекар-
ственной терапии. Важно обеспечить интенсив-
ный выход достаточного количества бактерицида
в первые часы после хирургического вмешатель-
ства для подавления острой воспалительной ре-
акции и последующее, более медленное высво-

бождение, для антибактериальной защиты осла-
бевшего организма.

К настоящему времени были разработаны раз-
личные покрытия, содержащие бактерицидный
агент. Например, покрытие на основе хитозана,
насыщенное гентамицином, показало способ-
ность высвобождать антибиотик в нейтральной
среде (рН = 7.4) в течение 168 ч [1]. Покрытие на
основе магния, пропитанное ципрофлоксаци-
ном, продемонстрировало медленное высвобож-
дение антибиотика в нейтральной среде в течение
192 ч [2]. Выход антибиотика из многослойных
покрытий Ti/Van-гидроксиапатит, Ti/Van-гидро-
ксиапатит–коллаген и Ti/Van/TiO2, насыщенных
ванкомицином, наблюдался в нейтральной среде
в течение 30 ч [3]. Выход гепарина из многослой-
ного покрытия Ti/полидопамин/(хитозан-гепа-
рин) в кислой среде (рН = 4.3) происходил в тече-
ние 320 ч [4]. Эти работы показали возможность
относительно длительного (от десятков часов до
нескольких дней) высвобождения терапевтиче-
ского препарата. В то же время низкая сорбцион-
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ная способность покрытий и повышенная токсич-
ность, особенно в случае поверхностной иммоби-
лизации антибиотика, сдерживают дальнейшее
развитие этого подхода [5–8].

В последние годы большое внимание уделяет-
ся изучению различных наноструктур на основе
гексагонального нитрида бора (h-BN), которые
находят применение в качестве носителей ката-
литически активных частиц [9], наноконтейне-
ров для адресной доставки лекарств [10], упрочня-
ющей фазы в легких композиционных материалах
[11–13], функциональных и супергидрофобных по-
крытий [14]. Такой широкий спектр применения
связан с уникальным сочетанием физических и
химических свойств этого материала, таких как
низкая удельная плотность, высокая термическая
стабильность, стойкость к окислению и высокая
сорбционная способность. Недавние исследова-
ния показали, что наноструктуры BN имеют бо-
лее низкую цитотоксичность и лучшую биосовме-
стимость по сравнению с их аналогами на основе
углеродных наноструктур [15–18]. В частности, на-
ночастицы BN при концентрации <100 мг/л не
оказывали негативного воздействия на клетки
HPAEpiC [19]. Наночастицы BN при концентра-
ции 40 мкг/мл не оказывали токсического воз-
действия на клетки IAR-6-1 [10]. При концентра-
ции <10 мкг/мл наночастицы BN являются по-
тенциально биосовместимым материалом [20].
Было показано, что покрытие, содержащее h-BN,
ускоряет вживление имплантата, предотвращает
появление инфекции и может быть использова-
но, в том числе, для пациентов с риском развития
остеомиелита [21]. Нанотрубки BN не цитоток-
сичны для остеобластов ATCC CRL-11372 и мак-
рофагов и безопасны для применения в материа-
лах ортопедических каркасов [22]. Также было
показано, что нанотрубки BN не цитотоксичны
для клеток эмбриональных почек человека
(HEK-293) [23]. В настоящее время наномодифи-
цированные поверхности все более активно ис-
пользуются как бактерицидные инструменты при
переходе к персонализированной медицине и
технологиям для продолжительности и качества
жизни. Наночастицы BN интенсивно исследуют-
ся благодаря их низкой токсичности, высокой хи-
мической стойкости и биосовместимости [24].
Однако помимо риска бактериальных инфекций
существует риск возникновения грибковой ин-
фекции [25], поэтому помимо бактерицидной ак-
тивности следует изучать фунгицидную актив-
ность.

Целью настоящей работы были получение и
изучение наноструктурированного покрытия на
основе h-BN в качестве эффективной платформы
для создания бактерицидных и фунгицидных по-
верхностей с высокой сорбционной и десорбци-
онной способностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение покрытий. Покрытия на основе гек-

сагонального нитрида бора были получены на
кремневых подложках в результате взаимодей-
ствия газообразного аммиака (Horst, Москва,
99.98%) с прекурсором из наночастиц аморфного
бора (99%, Авиабор, Россия) [26]. Синтез прово-
дили в горизонтальном трубчатом реакторе (Тер-
мокерамика, Россия) при температуре 1300°С в
течение 1 ч. Насыщение покрытий проводили пу-
тем нанесения растворов антибиотиков на по-
верхность образцов и последующей сушки в ваку-
уме в течение 120 мин. Концентрация антибиоти-
ков была выбрана на основе имеющихся данных
для гентамицина (Белмедпрепараты, Республика
Беларусь) [27] (BN/Gent = 300 мкг/см2) и амфоте-
рицина В (Синтез, Россия) [28] (BN/Amp =
= 20 мкг/см2). Концентрация ципрофлоксацина
(Dr.Reddy’s, Индия) была такой же (BN/Cip), как
и гентамицина, так как оба препарата относятся к
общему классу антибиотиков.

Методы исследования поверхности. Морфоло-
гия поверхности покрытий была изучена методом
сканирующей электронной микроскопии (СЭМ)
на сканирующем электронном микроскопе JSM-
7600F (JEOL Ltd., Япония). Присоединение анти-
биотиков к поверхности нитрида бора изучали
методом ИК-фурье-спектроскопии в режиме
полного внутреннего отражения (ATR) с исполь-
зованием вакуумного спектрометра Vertex 70v
(Bruker, Германия) в диапазоне 400–4000 см–1 с
разрешением 4 см–1. Краевой угол смачивания
(КУС) измеряли методом лежащей капли (5 мкл)
на установке CAM 101 (KSV), оборудованной ви-
деокамерой. Для изучения кинетики выхода тера-
певтического препарата из покрытий BN образцы
помещали в буферные растворы и отбирали про-
бы с регулярным интервалом 1, 3, 6, 12 ч и 1, 3, 5,
7, 9, 11 и 14 дней. Объем среды в течение всего
эксперимента поддерживали постоянным путем
доведения буферного раствора до исходного
уровня. Кинетику высвобождения бактерицид-
ного компонента изучали с помощью УФ-спек-
трофотометра Flame UV-VIS (Ocean Optics,
США). Для построения калибровочной кривой
предварительно измеряли поглощение растворов
с концентрациями антибиотиков в диапазоне
0.005–4 мг/мл.

Антибактериальные и противогрибковые иссле-
дования. Для определения антибактериальной ак-
тивности покрытий использовали госпитальный
бактериальный штамм E. coli K-261, устойчивый к
целому ряду антибиотиков, и штамм Bacillus F,
выделенный из вечной мерзлоты [29]. В лунки с
исследуемыми образцами сначала добавляли по
0.5 мл стерильного физиологического раствора
(9 г/л), а потом 0.03 мл суспензии ночной культу-
ры тест-штаммов с концентрацией клеток поряд-
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ка 104–105 колониеобразующих единиц (КОЕ) на
миллилитр. Определение концентрации КОЕ
проводили методом 10-кратных разведений в
0.3 мл физраствора. Из каждого разведения высе-
вали бактериальную суспензию по 0.01 мл на
чашку Петри с питательной средой Mueller Hin-
ton Agar (HiMedia, Индия) и культивировали при
температуре 37°С в течение 24 ч.

Противогрибковую активность образцов
изучали методом диффузии амфотерицина В с
поверхности наноструктурированных покрытий
на основе h-BN в агар в отношении штаммов N.
crassa (Fungal Genetics Stock Center, США) дикого
типа wt-987 и его мутантов nit-2 (без нитритредук-
тазы и нитратредуктазы) и nit-6 (без нитритре-
дуктазы).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ, 
СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

СЭМ-исследование показало, что покрытие
BN состоит из округлых наночастиц со средним
диаметром 150–200 нм (рис. 1а). Поверхность на-
ночастиц образована многочисленными наноли-
стами и наноиглами BN. Методом энергодиспер-
сионной рентгеновской спектроскопии показа-
но, что наночастицы состоят из бора и азота с
небольшим количеством примесей кислорода.
ИК-спектр покрытий (рис. 1б) состоит из пиков,
соответствующих плоскостным валентным коле-
баниям B–N (1370 см–1), внеплоскостным дефор-
мационным колебаниям B–N–B (780 см–1) и свя-
зи О–В–О (690 см–1).

Результаты ИК-спектроскопии после иммо-
билизации антибиотиков представлены на
рис. 2а. Гентамицин имеет в составе аминосодер-
жащие молекулы, поэтому его наличие в образце
проявляется в виде пика 1550 см–1, соответствую-
щего деформационным колебаниям . Отли-
чительной чертой ципрофлоксацина является на-
личие карбоксильных групп, которые наблюда-
ются на ИК-спектре BN/Cip при 2900 см–1 (О–H),

+
3NH

1710 см–1 (C=O) и 1430 см–1 (С–О). Амфотерицин В
также имеет аминосодержащие молекулы. Пик
1600 см–1 в образце BN/Amp соответствует дефор-
мационным колебаниям .

Известно, что иммобилизация антибиотиков
приводит к изменению смачиваемости поверхно-
сти. Измерения КУС показали, что пропитка по-
верхности покрытия BN антибиотиками способ-
ствует улучшению смачиваемости поверхности, а
степень смачиваемости зависит от типа антибио-
тика (рис. 2б–2д): значения КУС уменьшаются с
133.4° (BN) до 79.2° (BN/Gent), 13.4° (BN/Cip) и
10.1° (BN/Amp). Эти результаты подтверждают,
что антибиотики были успешно привиты к по-
верхности BN.

КИНЕТИКА ВЫХОДА АНТИБИОТИКОВ
ИЗ ПОКРЫТИЙ

Результаты исследования кинетики выхода
антибиотиков при различном рН из покрытий
BN представлены на рис. 3. Кинетика высвобож-
дения антибиотиков была изучена в нейтральной,
кислой и щелочной средах, чтобы выявить чув-
ствительность покрытия BN к изменению pH.
Согласно полученным данным все образцы пока-
зали максимальный выход бактерицидного ком-
понента в течение первых 24 ч и дальнейшее
постепенное высвобождение антибиотиков в
течение последующих 11 дней. Концентрация вы-
свобожденного гентамицина в первые 24 ч соста-
вила 52.8 мкг/мл (рН = 4.0), 43.3 мкг/мл (рН = 7.4)
и 49.2 мкг/мл (рН = 9.0), а максимальная концен-
трация была 279.3 мкг/мл (рН = 4.0), 240 мкг/мл
(рН = 7.4) и 252.7 мкг/мл (рН = 9.0). При увеличе-
нии кислотности среды содержание ципрофлок-
сацина в растворе через 24 ч выдержки образцов
уменьшалось с 69.1 мкг/мл (рН = 4.0) до
30.4 мкг/мл (рН = 7.4) и 27.3 мкг/мл (рН = 9.0).
Максимальная концентрация высвобожденно-
го ципрофлоксацина составила 217.9 мкг/мл

+
3NH

Рис. 1. СЭМ-изображение (а) и ИК-спектр (б) покрытия BN.
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(рН = 4.0), 168.4 мкг/мл (рН = 7.4) и 199.3 мкг/мл
(рН = 9.0). Концентрация амфотерицина В в пер-
вые 24 ч составляла 2.9 мкг/мл (рН = 4.0), 1.5 мкг/мл
(рН = 7.4) и 2.5 мкг/мл (рН = 9.0) и увеличивалась
до 18.8 мкг/мл (рН = 4.0), 14.4 мкг/мл (рН = 7.4) и
18.1 мкг/мл (рН = 9.0) к концу испытаний. Как
видно из полученных результатов, более высокая
концентрация антибиотиков наблюдается в кис-
лотной и щелочной средах. Это может быть связа-
но с pH-зависимой структурой антибиотиков, так
как гентамицин и амфотерицин В имеют в сво-
ем составе NH2-группы, а ципрофлоксацин –
СООН-группы, которые в результате погружения
в физиологический раствор протонируются груп-
пами ОН. Известно, что протонированная моле-
кула теряет связь с подложкой и лучше десорби-
руется [30]. Также важно отметить, что получен-
ные наноструктурированные покрытия h-BN
демонстрируют высокую степень адсорбции те-

рапевтического препарата. Это, в первую оче-
редь, связано с развитой поверхностью покрытия
h-BN, образованного многочисленными наноли-
стами, расстояние между которыми составляет
несколько нанометров. Кроме того, наночастицы
h-BN обладают отрицательным зарядом [31], что
способствует электростатическому присоединению
положительно-заряженного антибиотика. В пользу
последнего утверждения свидетельствуют дан-
ные, представленные на рис. 3. Видно, что загруз-
ка терапевтического агента снижается с 240–
279 мкг/мл (положительно заряженный гентами-
цин) до 168–217 мкг/мл (ципрофлоксацин, имею-
щий почти нейтральный заряд) и 20 мкг/мл (от-
рицательно заряженный амфотерицин). Таким
образом, полученные результаты свидетельству-
ют о том, что разработанные покрытия BN обла-
дают высокой адсорбционной и десорбционной
способностью.

Рис. 2. ИК-спектры покрытий, загруженных антибиотиками (а). Изображение капли на поверхности покрытия BN (б)
и BN/Gent (в) и соответствующие величины краевого угла смачивания.
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АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ
И ПРОТИВОГРИБКОВАЯ АКТИВНОСТЬ

Антибактериальную активность образцов про-
тив штамма E. coli К-261 оценивали путем подсче-
та КОЕ (рис. 4). В качестве контролей использо-

вали бактериальные культуры без образцов (№ 4)
и с пластиной кремния (образец № 3). В обоих те-
стах снижения КОЕ не наблюдалось. При иссле-
довании образцов, насыщенных гентамицином,
наблюдалось снижение численности КОЕ на
2 порядка через 8 ч и до нуля через 24 ч. При ис-

Рис. 4. Антибактериальная активность покрытий против штамма E. coli K-261: № 1 – BN/Cip, № 2 – BN/Gent, № 3 –
Si, № 4 – контроль.
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Рис. 5. Зона подавления роста бактерий Bacillus F (a) и аскомицета N. crassa wt-987 (б), N. crassa nit-2 (в) и N. crassa
nit-6 (г) вокруг образцов покрытий BN, BN/Cip, BN/Gent, BN/Amp и Si (контроль).
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пользовании ципрофлоксацина антибактериаль-
ный эффект был менее выраженным, но также за-
метным и составлял 80% (8 ч) и 92% (24 ч).

На рис. 5а показаны результаты исследований
антибактериальной активности покрытий BN,
BN/Gent и BN/Cip против Bacillus F, которая яв-
ляется бактерией, сохранившейся в толще вечной
мерзлоты и обладающей высокой устойчивостью
к неблагоприятным внешним факторам [32]. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, что
рост Bacillus F подавляется в присутствии покры-
тий нитрида бора, насыщенных ципрофлоксаци-
ном и гентамицином, причем зона лизиса для об-
разца с гентамицином составляла 31 ± 3 мм, а для
образца с ципрофлоксацином 9 ± 6 мм. Для оцен-
ки фунгицидной активности (рис. 5б–5г) образ-
цы BN и BN/Amp были помещены в суспензии
спор N. crassa дикого типа wt-987, мутанта, де-
фектного по основному азотрегулирующему гену
nit-2, и мутанта по ассимилирующему структур-
ному гену нитритредуктазы nit-6. Согласно полу-
ченным результатам образцы BN/Amp эффек-
тивно подавляют рост всех трех видов культур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработаны и получены наноструктуриро-
ванные покрытия h-BN, обладающие высокой
сорбционной способностью в отношении раз-
личных терапевтических препаратов. Методом
ИК-спектроскопии и путем измерения краевого
угла смачивания показано, что покрытия h-BN
были успешно насыщены гентамицином, ципро-
флоксацином и амфотерицином В. Показано, что
высвобождение антибиотиков из покрытий в бу-
ферные растворы разной кислотности среды про-
исходит в течение длительного промежутка вре-
мени (11 дней). Образцы, насыщенные гента-
мицином и ципрофлоксацином, эффективно
подавляют рост устойчивого к антибиотикам
штамма E. coli K-261 и штамма Bacillus F. Образец,
насыщенный амфотерицином В, оказывает про-
тивогрибковое действие против штаммов wt-987 и
мутантов nit-2 и nit-6 гриба N. crassa.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (договор 20-19-00120), а также
Министерства образования и науки Российской
Федерации (программа повышения конкуренто-
способности НИТУ “МИСиС” № К2А-2018-038)
в части исследований методом ИК-спектроско-
пии (К.Ю. Гудзь).
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