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Исследована эффективность обработки пленок полилактида в плазме пониженного 

давления для последующей иммобилизации коллагена. Показано, что модифицирование в 

плазме приводит к травлению, образованию функциональных групп и гидрофилизации 

поверхности полимерных пленок, и является эффективным подходом к ее активированию 

перед нанесением биоактивных покрытий из коллагена.  

 

An effect of low-pressure plasma treatment of polylactide filmsfor subsequent immobilization of 

collagen onto their surface was investigated. It is shown that modification by plasma leads to 

etching, the formation of functional groups and hydrophilization of the polymer film surface, and 

it is the effective approach to surface activation prior to the deposition of bioactive collagen 

coatings. 

 

Ключевые слова: Иммобилизация покрытия из коллагена, модифицирование в плазме, 

полилактидная пленка, низкотемпературная плазма пониженного давления. 

 

Keywords: immobilization of collagen coating, modification in plasma, polylactide film, low-

temperature reduced pressure plasma. 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Полилактид является хорошо известным биоразлагаемым синтетическим сложным 

полиэфиром, который обладает способностью к биодеградации в среде организма, 

биосовместимостью и хорошими механическими свойствами, что позволяет его применять 

в медицине в качестве различных материалов для тканевой инженерии и систем доставки 

лекарств [1–3]. Хотя полилактид и является биосовместимым материалом, но 

гидрофобностьи относительная инертность поверхности ограничивают применение 

материалов на его основе в качестве подложек для адгезии и роста клеток [4] 

Следовательно, возникает необходимость в модифицировании или нанесении 

биоактивных покрытий на поверхность материалов из полилактида. Одним из 

перспективных подходов к регулированию биосовместимости поверхности материалов из 

полилактидов является иммобилизация или прививка на них пептидных 

последовательностей, которые распознаются клеточно-мембранными рецепторами, что 

приводит к стимуляции прикрепления и пролиферации клеток [5,6]. 

Для модифицирования поверхности материалов на основе полилактида применяют 

различные химические или физические методы обработки [7,8]. Использование 

химических методов воздействия основано на применении химических агентов, которые 

могут быть цитотоксичны. Среди физических методов модифицирования полимеров 

одним из наиболее эффективных и экологически чистых является обработка в 

низкотемпературной плазме. Модифицирование в плазме позволяет не только 
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целенаправленно регулировать свойства поверхности за счет ее травления, образования 

функциональных групп, но и активировать ее перед нанесением биопокрытий, на основе 

белков и полисахаридов, обеспечивая высокую адгезию покрытия к подложке.  

В качестве биопокрытий, для повышения биосовместимости материалов из 

полилактида часто применяют коллаген, который является фибриллярным белком, его 

молекула содержит три полипептидные цепи, которые образуют уникальную 

трехспиральную структуру. Преимуществами использования коллагена являются низкий 

иммуногенный ответ, доступность, изобилие в природе, повышение гемостаза и легкость 

манипулирования различными формами [9]. Из-за низкой антигенности коллаген 

используется в качестве структурного компонента многих биополимерных протезов, таких 

как сердечные клапаны, кровеносные сосуды, препараты для увеличения роста тканей и 

раневые повязки [10,11].  
Целью настоящей работы является исследование влияния обработки в 

низкотемпературной плазме пленок из полилактида на химическую структуру, 

морфологию и свойства поверхности, а также оценка возможности нанесения покрытия из 

коллагена на предварительно активированную в плазме поверхность пленки из 

полилактида.  

 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Пленки из поли(L,L-лактида) (Sigma-Aldrich) получали методом полива на 

стеклянные чашки Петри его 2% раствора в дихлорметане. Пленки сушили в беспылевом 

шкафу до полного высыхания. Обработку пленок в низкотемпературной плазме 

пониженного давления проводили с помощью установки CUTE-1MPR (Корея) в течение 

60 сек. при частоте 40 кГц и мощности 50 Вт [12]. 
Для исследования элементного и химического состава на поверхности материала, 

применяли рентгеновскую фотоэлектронную спектроскопию (РФЭС). Морфологию 

поверхности исследовали с помощью сканирующей электронной и атомно-силовой 

микроскопии. Поверхностные свойства исходных и обработанных пленок полилактида 

были охарактеризованы измерениями краевого угла (θ) с помощью прибора Acam-

MSC01(Apex Instruments, Индия) с использованием двух испытательных жидкостей 

(бидистиллированная вода или глицерин). Измерения краевых углов проводились, по 

крайней мере, в трех экземплярах и представлены как среднее значение (±1) для каждой 

экспериментальной точки. Работу адгезии (Wa), поверхностную энергию (γ), а также ее 

полярный (γр) и дисперсионный (γd) компонент рассчитывали по стандартным 

уравнениям.  

Нанесение покрытия из коллагена на пленку полилактида осуществляли путем 

инкубирования, предварительно обработанной в плазме пленки полилактида, в 0.25 мас.% 

растворе коллагена в 3% CH3COOH в течение 2 ч; далее пленку промывали 

дистиллированной водой и сушили в беспылевом шкафу. Количественный и качественный 

анализ эффективности иммобилизации коллагена на пленки полилактида проводили с 

помощью гравиметрического анализа и флуоресцентной микроскопии образцов после 

иммобилизации селективных по отношению к белку флуоресцентных меток. 

Исследование изменения массы пленки из полилактида после нанесения на нее коллагена 

проводили с помощью лабораторных микровесов WXTS3DU (Mettler Toledo, Switzerland) 

с точностью до 10-6 г, предварительно сняв электростатический заряд с образцов с 

помощью установки AntiStatic Kit. Флуоресцентное окрашивание коллагенового покрытия 

проводили с помощью красителя изотиоцианат флуоресцеина (FITC) с боратным буфером 

(pH 8.4), в который добавили раствор FITC (2мг/мл в димитилсульфоксиде). Реакцию 

проводили при комнатной температуре в течение 24 часов в темноте. После тщательной 

промывки дистиллированной водой окрашенного в FITC покрытия коллагена, 

проводилось наблюдение эмиссии флуоресцентно окрашенных белков с помощью 

флуоресцентного микроскопа LeicaDFC7000T (LeicaMicrosystems, Wetzlar, Germany). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Гониометрические измерения показали, что краевой угол смачивания по воде 

исходной пленки составляет 72º1.4. После обработки в плазме краевой угол по воде 

уменьшился до 48º0.9, а последующая иммобилизация коллагена не привела к 

существенному изменению смачиваемости поверхности (краевой угол смачивания по воде 

47º0.9). Морфологию поверхностного слоя исходной пленки из полилактида и после ее 

обработки в плазме исследовали с помощью сканирующей электронной и атомно-силовой 

микроскопии. Согласно данным АСМ, модифицирование в плазме приводит к увеличению 

среднеквадратичной шероховатости поверхности с 0.26 до 2.37 нм. Согласно данным 

РФЭС, модифицирование в плазме приводит к увеличению соотношения O/C с 0.49 до 0.50 

и образованию азотсодержащих групп (0.6 ат. %), которых на поверхности исходной 

пленки полилактида не наблюдалось. 

Иммобилизацию коллагена на обработанную в плазме поверхность пленки из 

полилактида подтверждали гравиметрически и с помощью флуоресцентной микроскопии. 

Гравиметрический анализ обработанных в плазме пленок до и после инкубации в 

коллагене показал увеличение массы образца на 0.037±0.008 мас.%. Тем не менее, 

адсорбция коллагена наблюдалась и на исходной пленке полилактида. Хотя увеличение 

веса образца в этом случае было в два раза ниже, чем после предварительной плазменной 

обработки субстрата полилактида. 

В качестве дополнительного качественного анализа использовали флуоресцентную 

микроскопию покрытых коллагеном образцов после их инкубирования в селективном по 

отношению к белкам флуоресцентном красителе. Активная эмиссия излучения при 520 нм 

указывает на наличие флуоресцентного красителя и, соответственно, коллагена на 

поверхности пленки из полилактида, обработанной в плазме. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Для исследования влияния воздействия плазмы на поверхность пленки 

полилактида были оценены следующие параметры: морфология, химическая структура и 

смачиваемость поверхности.  

После обработки в плазме поверхность пленок из полилактида стала более 

гидрофильной. Изменения в гидрофильно-гидрофобном балансе поверхности после 

обработки в плазме являются суперпозицией эффектов изменения ее морфологии и 

химического состава. Увеличение шероховатости поверхности после обработки в плазме 

связано, вероятно, с ее травлением под действием активных компонентов плазмы. Этот 

процесс компенсируется имплантацией ионов и, соответственно, изменением химического 

состава поверхности полилактида. Образование полярных кислород и азотсодержащих 

групп после обработки в плазме хорошо согласуется с увеличением полярного компонента 

поверхностной энергии и уменьшением краевого угла смачивания по воде. 

Гидрофилизация поверхности и образование дополнительных функциональных 

групп обеспечивает эффективную иммобилизацию коллагена на поверхность 

обработанной в плазме пленке из полилактида (рис. 1). 

 
Рис.1. Упрощенная схема нанесения коллагенового покрытия на предварительно 

обработанную в плазме пленку полилактида. 

 

Исследование иммобилизации покрытия с помощью гравиметрического анализа 

показало, что увеличение веса образца после иммобилизации коллагена на поверхности 

пленки из полилактида без предварительной обработки в два раза ниже, чем после 
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предварительной плазменной обработки. Этот результат подтвердил возможность 

адсорбции белков на поверхности гидрофобных и инертных материалов, по-видимому, за 

счет взаимодействий Ван-дер-Ваальса. Исследование поверхности, выполненное, с 

помощью флуоресцентного микроскопа показало, что все предварительно обработанные в 

плазме и покрытые коллагеном пленки полилактида демонстрировали эмиссию, 

исходящую от флуоресцентного красителя, связанного с коллагеном.  

 

ВЫВОДЫ 
Исследование влияния низкотемпературной плазмы на пленки из полилактида, 

показало увеличение шероховатости поверхности, ее гидрофильности, а также 

образование азотсодержащих групп и увеличение количества кислородсодержащих. На 

активированную таким образом поверхность пленки полилактида появляется возможность 

эффективно нанести покрытие из коллагена, что затруднительно в случае 

немодифицированного полилактида. 
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