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Резюме

Введение. Формирование атеросклеротических бляшек в большинстве случаев сопровождается их кальцифика-
цией, однако патобиохимические механизмы ее инициации и прогрессирования остаются неясными. В частно-
сти, неизвестно, как именно образуется макрокальцификат – путем постепенного роста от центра к периферии 
или посредством последовательного слияния микрокальцификатов. Цель исследования – изучить простран-
ственно-временные аспекты химической трансформации фосфата кальция в атеросклеротических бляшках для 
оценки основных гипотез механизма созревания кальцификатов в неоинтиме. Материал и методы. Материа-
лом исследования служили 20 кальцинированных атеросклеротических бляшек, удаленных в процессе каро-
тидной эндартерэктомии. После фиксации в формалине, постфиксации и окрашивания тетраоксидом осмия, 
обезвоживания и окрашивания уранилацетатом бляшки заключали в эпоксидную смолу с дальнейшей шлифов-
кой, полировкой и контрастированием цитратом свинца. После напыления углеродом визуализировали микро-
структуру бляшек методом сканирующей электронной микроскопии в обратнорассеянных электронах. Элемент-
ный анализ кальцификатов проводили при помощи энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии также 
в режиме обратнорассеянных электронов в условиях высокого вакуума при ускоряющем напряжении 20 кВ. 
Анализ выполняли на 11 радиально расположенных внутри кальцификата и четырех контрольных точках на раз-
личном удалении от кальцификата. Результаты. Как атеросклеротические бляшки, так и участки одной и той же 
бляшки различались по соотношению содержания кальция и фосфора в кальцификатах. Корреляционный анализ 
выявил статистически значимую связь между величиной данного соотношения на периферии и в центре каль-
цификата. Участки кальцификатов с разной электронной плотностью также имели различное соотношение со-
держания кальция и фосфора, однако убедительной корреляции данных показателей не выявлено. Заключение. 
Корреляция соотношения содержания кальция и фосфора в центре и на периферии кальцификата свидетельству-
ет о его созревании от центра к периферии, а не об оссификации (слиянии небольших очагов кальцификации 
в один крупный).
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Введение

Несмотря на значительное количество про-
веденных исследований, кальцификация артерий 
является предметом активных обсуждений пато-
физиологов и клиницистов. С одной стороны, она 
играет отрицательную роль, снижая эластичность 
сосудов и придавая их ткани выраженную не-
однородность, что, в свою очередь, увеличивает 
риск развития аневризм и разрыва фиброзной по-
крышки атеросклеротических бляшек вследствие 
неравномерного распределения механической на-
грузки [1–3]. В то же время гетерогенность самих 
кальцификатов обусловливает их различную роль 
в развитии нестабильного фенотипа атеросклеро-

тической бляшки [1]. Последние исследования 
показали, что микрокальцификаты размером ме-
нее 5 мкм содержатся практически во всех бляш-
ках и не опасны в контексте возможного разрыва, 
хотя увеличение их диаметра в результате созре-
вания неизбежно приведет к изменению патофи-
зиологической значимости [2]. Считается, что 
множественные микрокальцификаты (размером 
от 5 до 100 мкм) в целом способствуют разрыву 
бляшки, создавая в ней зоны, уязвимые к повы-
шению увеличивающейся с ростом бляшки ге-
модинамической нагрузки [4–6], в то время как 
макрокальцификаты (размером более 100 мкм), 
напротив, придают фиброзной покрышке ста-
бильность [4, 6].
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Abstract

Background. Atherosclerosis is frequently accompanied by an extensive calcification, yet the mechanisms behind 
its initiation and progression remain obscure. In particular, there is unclear whether large mineral deposits grow 
concentrically or by merging of microcalcifications. Aim of the study was to investigate calcium phosphate maturation 
during atherosclerotic calcification employing an elemental analysis approach. Material and methods. We collected 
20 calcified atherosclerotic plaques excised during carotid endarterectomy. After being fixed in formalin and postfixed 
in osmium tetroxide, plaques were dehydrated and stained in uranyl acetate with the subsequent embedding into epoxy 
resin, grinding, polishing, and lead citrate counterstaining. Upon the sputter coating with carbon, we visualised the 
plaque microanatomy by means of backscattered scanning electron microscopy. Elemental analysis was carried out 
using energy-dispersive X-ray spectroscopy in the backscattered mode at high vacuum and 20 kV voltage. The analysis 
was performed at 11 radial points within the calcium deposit and 4 control points at ascending distance from the deposit. 
Results. Calcium to phosphate ratio differed between the calcium deposits in distinct plaques and also within the same 
plaque. We found a statistically significant correlation between calcium to phosphate ratio in the center and periphery 
of the calcium deposit. Areas with distinct electron density had different calcium to phosphate ratio; however, there was 
no clear correlation between these parameters. Conclusion. Correlation of calcium to phosphate ratio in the center and 
periphery of the calcium deposit suggests that its maturation develops from the center to the periphery rather than by 
merging of neighboring calcium deposits.
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Образовавшиеся липидное ядро из пенистых 
клеток или поврежденные коллагеновые волокна 
в неоинтиме служат морфологическим субстра-
том для инициации кальцификации [7], а повы-
шенное содержание ионов кальция и фосфора в 
микроокружении вследствие нарушенного ми-
нерального гомеостаза ускоряет его рост [8]. 
Инициация кальцификации сопровождается от-
ложением растворимых форм фосфата кальция, 
например, дикальцийфосфата, который далее при 
наличии свободных ионов кальция и фосфора пе-
реходит в более устойчивый октакальцийфосфат 
и нерастворимый гидроксиапатит [9, 10].

Хотя химическая трансформация фосфа-
тов кальция при формировании кальцификатов 
in vivo расшифрована достаточно хорошо, это-
го нельзя сказать о морфологическом развитии 
кальцификатов. В настоящее время существует 
две основные теории этого процесса. Первая из 
них предполагает, что рост кальцификата проис-
ходит из центра (концентрически или эксцентри-
чески), который состоит из более зрелого, чем на 
периферии, фосфата кальция, и соотношение со-
держания кальция и фосфора в целом уменьша-
ется по мере удаленности от центра [11]. Вторая 
теория гласит о множественных очагах инициа-
ции кальцификации, которые по мере роста сли-
ваются друг с другом, формируя единый кальци-
фикат по аналогии с образованием костной ткани 
(так называемый процесс оссификации) [12–14]. 
Таким образом, образовавшийся кальцификат 
должен иметь неоднородную структуру, отража-
емую стохастическими различиями соотношения 
содержания кальция и фосфора в анализируемых 
участках [12–14].

Целью данного исследования было изучить 
пространственно-временные аспекты химиче-
ской трансформации фосфата кальция в атеро-
склеротических бляшках для оценки указанных 
выше двух гипотез механизма созревания каль-
цификатов в неоинтиме.

Материал и методы

Для проведения данной работы использо-
ваны атеросклеротические бляшки, удаленные 
из внутренней сонной артерии по причине ге-
модинамически значимой хронической ишемии 
головного мозга или ишемического инсульта в 
процессе эндартерэктомии, выполненной в кли-
нике НИИ комплексных проблем сердечно-со-
судистых заболеваний. От всех пациентов полу-
чено письменное информированное согласие на 
включение в исследование, протокол его про-
ведения одобрен локальным этическим комите-

том НИИ комплексных проблем сердечно-сосу-
дистых заболеваний (протокол № ЛФАА-ЛБ-3 от 
25.06.2019). 

Полученные атеросклеротические бляшки 
(n = 20) промывали физиологическим раствором 
и переносили в забуференный 10%-й формалин 
(рН 7,4) (B06-003, БиоВитрум) для фиксации 
на 24 ч с однократной сменой формалина через 
первые 2 ч. На следующем этапе образцы пост-
фиксировали в 1%-м тетраоксиде осмия (19110, 
Electron Microscopy Sciences, США), приготов-
ленном на 0,1 М фосфатном буфере, в течение 
12 ч и окрашивали 2%-м водным раствором те-
траоксида осмия в течение 48 ч. На следующем 
этапе биоптаты обезвоживали в этаноле возрас-
тающей концентрации (50, 60, 70, 80, 95 %), по 
две смены (каждая по 15 мин) в каждой из ука-
занных концентраций. Далее биоптаты докраши-
вали 2%-м спиртовым раствором уранилацетата 
(22400-2, Electron Microscopy Sciences) в течение 
5 ч, обезвоживали в изопропаноле (06-002, Био-
Витрум) в течение 5 ч и в ацетоне (150495, Лен-
Реактив) в течение 1 ч.

Затем образцы пропитывали смесью эпок-
сидной смолы Epon (14120, Electron Microscopy 
Sciences) и ацетона в соотношении 1 : 1 в течение 
6 ч, чистой эпоксидной смолой в течение 24 ч и 
полимеризовали в свежей эпоксидной смоле при 
60 °C в течение 24 ч. Получившиеся эпоксидные 
блоки шлифовали до образца и полировали на 
установке TegraPol-11 (Struers Inc., США) с по-
следовательным использованием шлифовальных 
дисков с диаметром зерна 9, 6 и 3 мкм. После 
полировки образцы контрастировали цитратом 
свинца по Рейнольдсу (17810, Electron Microscopy 
Sciences) в течение 15 мин путем нанесения рас-
твора на отполированную поверхность блока. 
После отмывки в бидистиллированной воде на 
блоки наносили углеродное напыление толщи-
ной в 10–15 нм с помощью вакуумного напыли-
тельного поста (EM ACE200, Leica Microsystems 
GmbH, ФРГ). 

Образцы визуализировали методом ска-
нирующей электронной микроскопии (Hitachi 
S-3400N, Hitachi, Япония) в режиме BSECOMP 
(обратнорассеянных электронов) при ускоря-
ющем напряжении 15 кВ. Элементный анализ 
кальцификатов выполняли при помощи энерго-
дисперсионной рентгеновской спектроскопии 
(XFlash 4010, Bruker, США) в режиме BSECOMP 
условиях высокого вакуума при ускоряющем на-
пряжении 20 кВ. 

Корреляционный анализ производили с помо-
щью коэффициента ранговой корреляции Спирме-
на. Корреляцию считали значимой при p < 0,05.

СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 2021; 41 (1): 81–90

Богданов Л.А. и др. Определение механизма кальцификации неоинтимы при атеросклерозе...



84 

Результаты

При электронно-микроскопическом исследо-
вании атеросклеротических бляшек наблюдали 
кальцификаты, существенно различающиеся по 
форме и размеру (рис. 1). Результаты элементного 
анализа показали, что как атеросклеротические 
бляшки (рис. 2, а), так и участки одной и той же 
бляшки (рис. 2, б) различались по соотношению 
содержания кальция и фосфора (Ca/P) в кальци-
фикатах.

Для определения механизма химической 
трансформации фосфата кальция измеряли эле-
ментный состав различных участков внутри од-
ного кальцификата по следующей схеме: центр 
(участок 1), первая линия на 1, 3, 5, 7, 9 и 11 ч 
(участки 2, 3, 4, 5, 6 и 7 соответственно), вторая 
линия вокруг центра на 3, 6, 9 и 12 ч (участки 9, 
10, 11 и 8 соответственно) (рис. 3). Результаты 
показали неоднородность соотношения Ca/P вну-
три кальцификата, которое варьировало в зави-
симости от удаленности от центра и составляло 
от 2,01 до 3,08 (рис. 4). Подавляющее большин-
ство кальцификатов имело соотношение Ca/P в 

диапазоне 2,2–2,8, что соответствовало структу-
ре аморфного фосфата кальция. Минимальные 
и максимальные соотношения Ca/P наблюдали в 
центрах различных кальцификатов – 1,92 и 3,08 
соответственно. Соотношение Ca/P в центре кор-
релировало с таковым в первой и второй линиях 
(таблица). Таким образом, можно предположить, 
что созревание кальцификата происходит от его 
центра к периферии.

Также отмечено, что внутри одного кальцифи-
ката присутствуют участки с неоднородной элек-
тронной плотностью. Визуально это выражалось 
в том, что некоторые участки внутри кальцифи-
ката были светлее других (рис. 5). При элемент-
ном анализе обнаружены некоторые различия в 
соотношении Ca/P между темными и светлыми 
участками: наибольшую величину наблюдали в 
темном (2,61), а наименьшую – в светлом (1,92), 
однако четкой закономерности не было – и высо-
кие, и низкие соотношения Ca/P регистрировали 
как на темных, так и на светлых участках кальци-
фиката.

Несмотря на соотношения Ca/P, обнаружен-
ные в ходе эксперимента, которые соответству-

Рис. 1.  Кальцификаты в составе атеросклеротических бляшек характеризуются раз-
личной размерностью и формой; а – ув. ×160, б, в – ув. ×42, г – ув. ×80

Fig. 1.  Atherosclerotic calcium deposits of different size and shape; а – magnification ×160, 
б, в – ×42, г – ×80
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Рис. 2.  Репрезентативный график соотношения Ca/P в кальцификатах разных атеросклероти-
ческих бляшек (а) и внутри одной бляшки (б)

Fig. 2.  Calcium to phosphorus ratio in calcium deposits from distinct atherosclerotic plaques (а) and 
within the same plaque (б). Representative graph
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ют таковым для аморфного фосфата кальция, мы 
считаем, что кальцификат находится в терми-
нальной стадии, т.е. состоит из гидроксиапатита. 
В пользу этого факта свидетельствует макроско-
пическая оценка кальцификатов атеросклероти-
ческих бляшек (рис. 6).

Обсуждение

Обнаруженная корреляция соотношения Ca/P 
в центре и на периферии может свидетельство-
вать о созревании кальцификата от центра к пери-
ферии, в то время как убедительной корреляции 
электронной плотности и соотношения Ca/P в 
кальцификатах не выявлено. Наличие гидроксиа-
патита в составе кальцификатов свидетельствует 
о терминальной стадии их обызвествления и ха-
рактеризуется соотношением Ca/P, равным 1,67 
[10, 11, 15]. Зафиксированное нами минималь-
ное значение составляло 1,92, что соответству-
ет аморфному фосфату кальция (соотношение 
Ca/P до 2,2 включительно) [10, 16, 17]. Согласно 
данным литературы, большая часть отложений 
фосфата кальция (до 85 %) в неоинтиме являет-
ся аморфным фосфатом кальция, тогда как на ко-
нечную фазу кальцификации – гидроксиапатит – 
приходится лишь 15 % [6]. Таким образом, можно 
было бы предположить, что большая часть каль-
цификатов в нашем исследовании представляет 
собой незрелый растворимый аморфный фосфат 
кальция, однако в исследованных образцах мы 
визуально наблюдали массивные кальцификаты, 
которые морфологически напоминали костную 
ткань и составляли до 30 % площади атероскле-
ротической бляшки. 

Величины соотношения Ca/P не позволяют 
отнести входящий в состав кальцификатов фос-
фат кальция к определенному типу, так как по-
лученные нами значения сильно варьировали и 
зачастую не совпадали с описанными в литерату-
ре. Вероятной причиной отличия величин соот-
ношения Ca/P в исследованных кальцификатах от 
канонических значений является то, что данные 
образования в биологических тканях характери-
зуются существенной долей карбоната в составе 
фосфата кальция (к примеру, карбонат-гидрок-
сиапатита, который также называется биоапати-
том); помимо гидроксиапатита, они также могут 
содержать ди- и октакальцийфосфат [18–22]. 

Соотношение Ca/P в кальцификатах также 
зависит от факторов микроокружения, включая 
pH, количество и соотношение доступных ионов 
кальция и фосфора [18–22]. Кроме того, опреде-
ленную погрешность может вносить напыление 
эпоксидных блоков углеродом с целью предот-
вращения их дезинтеграции под электронным 
лучом, обеспечения электропроводности, отсут-
ствия накопления заряда на образце и повыше-
ния качества визуализации. В одной из работ при 
изучении элементного состава кальцификатов в 
клапанах сердца детектировали разные соотно-
шения Ca/P, однако в большинстве случаев они 
соответствовали соотношению, свойственному 

Таблица. Корреляция соотношения Ca/P 
в центре и различных участках 

атеросклеротических кальцификатов, 
выбранных по схеме согласно рис. 4

Table. Correlation between the calcium 
to phosphate ratio in the center and 

in the hierarchically selected areas at its periphery

Номер участка rS p

Участок 2 0,374 0,104
Участок 3 0,499 0,025
Участок 4 0,520 0,019
Участок 5 0,556 0,011
Участок 6 0,442 0,051
Участок 7 0,135 0,569
Участок 8 0,083 0,729
Участок 9 0,633 0,003
Участок 10 0,481 0,032
Участок 11 0,280 0,232
Участок 12 –0,206 0,384
Участок 13 0,167 0,481
Участок 14 0,499 0,025

Примечание. rS – коэффициент корреляции Спирмена; 
p – его статистическая значимость; анализ для участка 15 не 
выполнен, так как ни кальций, ни фосфор в нем не присут-
ствовали.

Рис. 3.  Схема проведения элементного анализа внутри 
одного кальцификата; 1–11 – участки внутри 
кальцификата, 12–14 – контрольные участки 
вокруг кальцификата, 15 – контрольный уча-
сток вдали от кальцификата

Fig. 3.  Scheme of the elemental analysis within the same 
calcium deposit. 1–11 – areas within the calcium 
deposit, 12–14 – control areas around the calcium 
deposit, 15 – control area aside the calcium deposit
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Рис. 4.  Различное соотношение Ca/P внутри одного кальцификата в зависимости от удаленности 
от его центра

Fig. 4.  Different calcium to phosphate content ratio from the center to the periphery of the calcium deposit
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гидроксиапатиту (соотношение Ca/P 1,5–1,7) [15]. 
Однако в данном исследовании элементный ана-
лиз проводился после сжигания биологического 
материала, тогда как в нашем случае элементный 
анализ проводился на отдельных кальцификатах 
в составе атеросклеротической бляшки с боль-
шим содержанием органического компонента.

Заключение

Результаты корреляционного анализа соотно-
шения Ca/P в радиально расположенных участках 
атеросклеротических кальцификатов подтверди-
ли гипотезу о постепенной химической транс-
формации фосфата кальция в этих очагах минера-
лизации от центра к периферии. Предположение 
о слиянии небольших очагов кальцификации в 
один крупный не подтвердилось. Хотя соотноше-

ние Ca/P в кальцификатах неоинтимы бляшек и 
не соответствовало характерному для гидрокси-
апатита, это может быть объяснимо большим со-
держанием органического компонента и особен-
ностями биоапатита в образцах.
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