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С целью изучения механизмов формирования первичного ядра кальцификации в матриксе аор-
тальных полулуний исследованы адгезивные свойства эндотелиальной поверхности, субэндотели-
альных структур аортальных полулуний и атеросклеротической бляшки основания аорты.  
Материалы и методы. Исследованы 10 клапанов аорты и 10 участков корня аорты (в т.ч. участ-
ки с атеросклеротической бляшкой на стадии атероматоза без повреждения покрышки), взятых 
от пациентов без заболеваний сердца, а также 16 клапанов аорты, забранных у больных с тяже-
лой стадией аортального стеноза интраоперационно. С помощью рентгенодифракционного ана-
лиза выполнено исследование химического состава депозитов солей кальция аортальных полулу-
ний. Изучение адгезивных свойств аортальных полулуний и атеросклеротических бляшек к час-
тицам гидроксиапатита (ГА) проведено методом атомно-силовой микроскопии с использовани-
ем специализированных зондов с ГА.  
Результаты. В результате исследования химического состава кальцинатов аортальных полулу-
ний определено, что их основу составляет ГА. Показано, что сила адгезии эндотелия основания 
аорты по отношению к фосфату кальция при формировании в этой области атеросклеротиче-
ской бляшки увеличивается в 4 раза, что указывает на развитие дисфункции эндотелия. При по-
вреждении эндотелия сила адгезии субэндотелиального пространства возрастает в 14–23 раза.  
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о патогенетической значимости в раз-
витии кальциноза аортального клапана и корня аорты таких факторов, как дисфункция эндоте-
лия, изменение его адгезивных свойств и обнажение субэндотелиальных структур. Результаты 
исследований демонстрируют эффективность использования разработанных специализирован-
ных зондов на основе ГА для моделирования процессов образования кальцийсодержащих структур 
клапана аорты. 
 
Ключевые слова: кальцинирующий аортальный стеноз, патогенез, атомно-силовая микроско-
пия, рентгенодифракционный анализ, сканирующая электронная микроскопия, кальциноз, атеро-
склеротическая бляшка, адгезия, эндотелий, гидроксилапатит (гидроксиапатит). 
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Введение. В течение последних лет в 

России наметился рост средней продолжи-

тельности жизни, а вместе с этим и рост ко-

личества больных пожилого возраста с каль-

цинозом клапана аорты. Около 30 % пожи-

лых людей имеют эхокардиографические и 

рентгенологические признаки склероза аор-

тального клапана, ранние и субклинические 

формы кальцинирующей болезни аортально-

го клапана.  

Несмотря на повышенный интерес к этой 

проблеме, процесс формирования депозитов 

солей кальция в структурах аортального кла-

пана остается в полной мере не изученным.  

В настоящее время доказано участие в регу-

ляции отложения фосфатов кальция более  

30 различных биологически активных соеди-

нений белковой или неорганической приро-

ды, ряда фенотипически измененных клеток,  

а также мембранно-везикулярных структур 

[1, 3]. При этом попытки терапевтического 

воздействия на эти звенья не привели к зна-

чимому замедлению формирования депози-

тов кальция. Следовательно, существуют не-

кие дополнительные механизмы отложения 

солей кальция в экстрацеллюлярном матрик-

се клапана аорты. Не оспаривая доказанную в 

многочисленных исследованиях роль меха-

низма активного накопления нерастворимых 

солей кальция в структуре аортальных полу-

луний, следует отметить, что в формирование 

данных отложений могут вносить вклад и 

различные физико-химические процессы. Как 

известно, при рН>4,2 единственным термо-

динамически стабильным фосфатом кальция 

в водном растворе является гидроксилапатит 

(ГА) [4], который идентифицируется в депо-

зитах солей кальция артерий человека [3, 4]. 

При этом механизмы формирования первич-

ного «ядра» ГА в межуточной ткани до на-

стоящего времени остаются недостаточно 

изученными. 

В медицинских исследованиях часто 

имеется необходимость получения не только 

визуальных данных о биологических объек-

тах, но и информации о топологических 

свойствах поверхности, включая силу адге-

зии, шероховатость, модули упругости и 

иные характеристики объектов [6, 7]. Проис-

ходит постепенная переориентация на нано-

размерные области изучения поверхности, в 

т.ч. клеточный и субклеточный уровни ис-

следования.  

Таким образом, намечается переход от 

оптических методов исследования к более 

точным и функциональным методам изуче-

ния тонкой структуры нативных биообъек-

тов, наиболее развитым из которых является 

атомно-силовая микроскопия (АСМ) [8–11]. 

Это вызвано необходимостью в многосто-

роннем моделировании и последующем уста-

новлении процессов, протекающих в орга-

низме, включая изучение новых болезней и 

выработку лекарственных средств к ним.  

Одной из актуальных и мало изученных 

проблем, к решению которой можно подойти 

с помощью АСМ, является кальцинирующее 

поражение аортальных полулуний человека. 

Информация о топологии клапана и силе ад-

гезии ГА к его поврежденным участкам важ-

на для понимания процессов инициации 

формирования депозитов кальция в матриксе 

полулуний. 

Цель исследования. Выявление возмож-

ных механизмов формирования первичного 

ядра кальцификации в матриксе субэндотели-

ального слоя, базирующихся на адгезивных 

свойствах эндотелия, субэндотелиальных 

структур аортальных полулуний и атероскле-

ротической бляшки основания аорты. 

Материалы и методы. Адгезивные свой-

ства эндотелия и субэндотелиальных струк-

тур клапана аорты были изучены на 16 кла-

панах с тяжелой стадией аортального стеноза 

(рис. 1) при протезировании, а также на  

10 клапанах аорты и стенках корня аорты  

(в т.ч. участки с атеросклеротической бляш-

кой на стадии атероматоза без повреждения 

покрышки), взятых от пациентов без заболе-

ваний сердца. Весь исследуемый материал 

помещался в 0,9 % физиологический раствор 

хлорида натрия. Изучение структур методом 

АСМ проводилось в течение 6 ч с момента 

забора биологического материала. 
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Рис. 1. Биоптат аортального полулуния. Больной К., 64 года, тяжелый аортальный стеноз.  

Крупные отложения депозитов кальция (стрелки) 

 
В процессе исследования микроразмер-

ной морфологии, элементного и фазового со-

става депозитов солей кальция с выделением 

субмикронных частиц кальцината использо-

вался метод сканирующей электронной мик-

роскопии (СЭМ) и энергодисперсионной 

рентгеновской спектроскопии.  

Изучение адгезивных свойств аорталь-

ных полулуний и атеросклеротических бля-

шек к частицам ГА проводилось методом 

АСМ с использованием специализированных 

зондов с ГА. Создание зондов с ГА проводи-

лось путем закрепления частицы ГА на вер-

шине пирамиды стандартного кантилевера 

(рис. 2) с использованием полимерного адге-

зива, отверждаемого под действием УФ-излу- 

чения.  

Поиск и закрепление ГА-частиц на вер-

шине зонда осуществлялись с применением 

метода АСМ. Контроль параметров зондовых 

датчиков на основе ГА велся с помощью ме-

тода СЭМ. 

 

       
 

 (а)       (б) 

 

Рис. 2. СЭМ-изображение стандартного зондового датчика до (а) и после (б) переноса ГА 
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Изучение адгезивных свойств аортально-

го клапана к специализированным зондам на 

основе ГА проводилось в состоянии образца, 

близком к нативному (образец находился во 

влажном состоянии). Закрепление объекта 

исследования осуществлялось путем механи-

ческого закрепления и растягивания участка 

клапана на слюдяной подложке. Измерение 

топологии проводилось в полуконтактном 

режиме для снижения инвазивности метода, 

тогда как кривые отвода для определения сил 

адгезии измерялись в контактном режиме 

АСМ. Для исследования свойств внутренней 

области клапана проводился надрез его по-

верхности.  

 

Для повышения объективности и согла-

сованности результатов проводилось свыше 

500 последовательных измерений в случай-

ных точках на поверхности различных участ-

ков сердечного клапана и атеросклеротиче-

ской бляшки стенки аорты в зоне с общей 

площадью около 100 мм
2
. Сравнительные ис-

следования выполнялись с использованием 

стандартных зондов. 

Сила адгезии определялась на участке 

кривой отвода (рис. 3), отвечающей за при-

липание зонда к поверхности образца (отре-

зок АВ на кривых отвода). Отклонение зонда, 

обусловленное силами адгезии, устанавлива-

лось по длине проекции отрезка АВ на ось X 

(отрезок А'В').  

 

 
 

Рис. 3. Поверхность эндотелия аортальных полулуний (а) и субэндотелиального слоя (б),  

сканирующая электронная микроскопия. Характерные кривые отвода,  
полученные при АСМ на эндотелии (в) и субэндотелиальном слое (г) аортального клапана  

с использованием специализированных ГА-зондов 

 

Результаты. При исследовании мине-

рального состава отложений в аортальных 

полулуниях методом рентгенодифракционно-

го анализа регистрировали депозиты солей 

кальция в виде гидроксилапатита с элемен-

тами аморфной фазы фосфата кальция, воз-

можно, имеющими незначительные замеще-

ния карбонатными группами, которые не из-

меняют параметры кристаллической решетки 

[3, 4]. На рис. 4 представлены рентгенодиаф-



 

Ульяновский медико-биологический журнал. № 1, 2017  
 

 

 

27 

рактограммы (XRD-спектры) двух образцов 

кальцината в сравнении со спектром синте-

тического ГА. Полуколичественный эле-

ментный состав отложений оценивали по 

энергодисперсионным спектрам (EDX). Со-

отношение количеств атомов кальция и фос-

фора составляло в среднем 1,73 (в стехиомет-

рическом ГА эта величина равна 1,67). Таким 

образом, результаты XRD- и EDX-исследова- 

ний позволяют утверждать, что изучаемые 

нами кальцинаты представляют собой в ос-

новном ГА. 
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Рис. 4. Сравнение XRD-спектров образцов кальцината 

 аортальных полулуний и синтетического ГА 

 
Результаты экспериментов показали,  

что в области неповрежденного эндотелия  

(рис. 3а) на аортальной и желудочковой по-

верхностях аортальных полулуний значение 

Z составило 22,5±2,5 нм, что соответствует 

средней силе адгезии 56,7 нН (рис. 3в). Ана-

логичные результаты были получены для не-

поврежденного эндотелия корня аорты. Ве-

личины тех же параметров, определенные 

для субэндотелиального слоя (рис. 3б), ока-

зались на порядок выше и составили 300± 

±20 нм и 850 нН соответственно (рис. 3г). 

Следует отметить, что кривые адгезии имели 

высокую степень совпадения при многократ-

ных исследованиях различных участков сер-

дечного клапана. Наиболее характерные кри-

вые адгезии представлены на рис. 3в, г. Как 

видно из данных, представленных на рис. 3, 

для кривой отвода в случае субэндотелиаль-

ного слоя, в отличие от неповрежденного эн-

дотелия, характерен плавный переход от 

нижней точки В (прилипание) к начальному 

положению кантилевера (горизонтальная ли-

ния напротив точки А) в правой части кривой 

(рис. 3г), что объясняется постепенным отли-

панием зонда от внутренней поверхности 

клапана при отводе. Аналогично с использо-

ванием стандартного и специализированного 

зондов выполнены исследования силы адге-

зии поверхности эндотелия и субэндотели-

ального слоя атеросклеротической бляшки 

синуса Вальсальвы (стадия атероматоза). По-

лученные результаты представлены в табл. 1. 

Обсуждение. По совокупности наблюде-

ний можно утверждать, что степень адгезии 

различных материалов к эндотелию и субэн-

дотелиальному слою изменяется в широком 

диапазоне (табл. 1). Следовательно, силу ад-

гезии необходимо измерять, используя не 

стандартные АСМ-зонды (как правило, крем-

ниевые), а специализированные, воспроизво-

дя при их помощи непосредственный контакт 

тех материалов, силу адгезии которых необ-

ходимо изучить. 
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Таблица 1 

Величина силы адгезии аортального полулуния  

и атеросклеротической бляшки синуса Вальсальвы, нН 

 

Специализированный ГА-зонд 
Стандартный АСМ-зонд  

(кремний, серия NSG01) 

Эндотелиальная 

поверхность 

Субэндотелиальная 

область 

Эндотелиальная 

поверхность 

Субэндотелиальная 

область 

Неизмененное 

аортальное полулуние 
57 850 3238 1114 

Холестериновая  

бляшка стенки  

корня аорты 

(синус Вальсальвы) 

191 1322 244 637 

 
Исследование силы адгезии специализи-

рованным зондом показало, что ее значение 

минимально у неизмененного эндотелия. При 

этом показатели силы адгезии эндотелия аор-

тальных полулуний не отличались от тако-

вых в области стенки аорты синусов Валь-

сальвы. При формировании атеросклеротиче-

ской бляшки на стадии атероматоза форми-

руется дисфункция эндотелия покрышки, что 

проявляется в виде увеличения силы адгезии 

почти в 4 раза. При повреждении покрышки 

степень адгезии структур ядра бляшки в от-

ношении фосфата кальция возрастает более 

чем в 23 раза – до 1322 нН (рис. 5), в то же 

время при повреждении неизмененного эндо-

телия аортальных полулуний сила адгезии 

увеличивается в 14 раз. Следовательно, су-

бэндотелиальные структуры обладают крайне 

высоким сродством по отношению к ионам 

кальция и остатку фосфорной кислоты, что 

предопределяет высокий потенциал развития 

кальциноза при микроповреждении и дис-

функции эндотелия [12].  

 

 
 

Рис. 5. Характеристика адгезивных свойств неизмененного эндотелия,  
эндотелия над атеросклеротической бляшкой (неповрежденная бляшка),  

субэндотелиальных структур аортального полулуния и атеросклеротической бляшки в отношении ГА 
 
 

Известно, что эндотелий и соединитель-

ная ткань аортальных полулуний непрерывно 

подвергаются высокоэнергетическому гидро-

динамическому воздействию потоков крови 

со значительным градиентом давления, что 

приводит к выраженной разнонаправленной 
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деформации структуры полулуний. Все это в 

совокупности с часто наблюдаемым измене-

нием качественного и количественного со-

става межклеточного матрикса аортальных 

полулуний формирует предпосылки к повре-

ждению и нарушению функциональной ак-

тивности эндотелия, обнажению субэндоте-

лиальных структур. В свою очередь контакт 

«обнаженных» сульфатированных гликопро-

теинов и коллагеновых волокон с ионами 

кальция плазмы крови может приводить к 

инициированию формирования кристалличе-

ских и кристаллоподобных структур непо-

средственно в матриксе клапана [13]. 

Следует отметить, что при переходе ве-

нозной крови в артериальную в малом круге 

кровообращения происходит смещение рН в 

щелочную сторону (7,35–7,45) с развитием 

целого каскада физико-химических процес-

сов. С одной стороны, при увеличении рН ар-

териальной крови снижается концентрация 

протонов водорода и, следовательно, облег-

чается контакт ионов кальция и фосфорили-

рованных боковых цепей аминокислотной 

основы белка (в рамках механизма конкурен-

ции за связывание с депротонированным 

гидроксилом остатка фосфорной кислоты 

между протонами водорода и ионами каль-

ция). С другой стороны, низкая скорость по-

тока крови в синусах Вальсальвы создает 

предпосылки для формирования локальной 

«концентрационной пересыщенности» и об-

разования относительно устойчивых мало-

растворимых средних солей – фосфатов 

кальция [Ca(OH)]3PO4. При этом на началь-

ном этапе образуются частицы размером 

около 1 нм, что соответствует размеру ион-

ного ассоциата Ca9(PO4)6 [14]. В свою оче-

редь ионные ассоциаты при наличии благо-

приятных условий (денудация – обнажение 

субэндотелиального слоя при повреждении 

эндотелия) и с учетом высокого адгезивного 

потенциала субэндотелиального слоя аор-

тальных полулуний (табл. 1) могут фиксиро-

ваться во внеклеточном матриксе и формиро-

вать ядра нуклеации ГА. 

В дальнейшем путем пассивного физико-

химического процесса на образовавшемся 

«ядре» формируется аморфный фосфат каль-

ция, являющийся предшественником образо-

вания ГА [14]. Данному процессу способст-

вует отрицательный заряд поверхности кри-

сталлов ГА в щелочной среде, придающий 

им способность сорбировать ионы Са
2+

 и  

СаОН
+
 из плазмы [15], что обеспечивает рост 

кристаллов в межуточной ткани клапана. 

Заключение. Таким образом, результаты 

исследований свидетельствуют об эффектив-

ности использования разработанных специа-

лизированных зондов на основе ГА для мо-

делирования процессов формирования каль-

цийсодержащих элементов в структуре сер-

дечного клапана и стенки аорты. Разнообра-

зие патологических процессов, протекающих 

в субэндотелиальном слое, ускоряет форми-

рование дисфункции эндотелия, что под-

тверждается статистически значимым ростом 

его адгезивных свойств. Установлено, что 

сила адгезии фосфата кальция в области су-

бэндотелиальных структур с элементами по-

вреждения многократно выше, чем над неиз-

мененным эндотелием. Полученные факты в 

комплексе с «классическими» патогенетиче-

скими механизмами подтверждают возмож-

ность формирования первичного ядра нук-

леации ГА в очагах повреждения эндотелия.  

Следовательно, можно считать, что в ми-

нерализации участков, непосредственно кон-

тактирующих с кровью, важную роль играют 

пассивные физико-химические процессы, а 

нормальное состояние и функционирование 

эндотелия является одним из ключевых фак-

торов в предотвращении инициации процесса 

кристаллообразования во внеклеточном мат-

риксе как аортального клапана, так и стенки 

аорты.  
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The objective of the paper is to study the source mechanisms of the primary nucleus calcification in the 
matrix of the aortic semilunar valve and to determine the adhesive properties of the endothelial surface, 
and subendothelial structures of aortic semilunar valve and atherosclerotic aortic plaques. 
Materials and Methods. We studies 10 aortic valves and 10 parts of the aortic root (including areas with 
atherosclerotic plaques in the atheromatosis stage without wall damage) taken from patients without car-
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diac disorders, and 16 aortic valves retrieved intraoperatively from patients with severe aortic stenosis. 
The chemical composition of aortic calcium deposits was studied using XRD analysis. The study of adhe-
sive properties of aortic leaflets and aortic atherosclerotic plaques to hydroxyapatite (HA) particles was 
conducted by means of atomic force microscopy and specialized probes with hydroxyapatite structures. 
The study of the chemical composition of aortic calcium deposits determined that they consisted of hy-
droxyapatite. It was shown that the endothelium adhesion force of the aortic root toward calcium phos-
phate increased 4 times if an atherosclerotic plaque was formed in this area, which denoted endothelial 
dysfunction. If endothelium was damaged adhesion force of subendothelial space increased 14–23 times. 
Conclusion. The results obtained demonstrate pathogenetic value of adhesive changes of endothelium and 
subendothelial structures in the development of calcified aortic stenosis. The suggested method of atomic 
force microscopy and specialized probes with hydroxyapatite structures helps to simulate the processes  
of ectopic calcification of the aortic valve. 
 
Keywords: calcific aortic stenosis, pathogenesis, atomic force microscopy, XRD analysis, scanning elec-
tronic microscopy, calcification, atherosclerotic plaque, adhesion, endothelium, hydroxyapatite. 
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