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Основные положения
• На данный момент процесс морфологического развития кальцификата в литературе почти не 

описан. Расшифровка механизма морфологического роста кальцификата в атеросклеротической 
бляшке и створке аортального клапана позволит унифицировать фармакотерапию, направленную 
на ингибирование кальцификации элементов сердечно-сосудистой системы.

АНАЛИЗ ТОПОГРАФИЧЕСКИХ СЦЕНАРИЕВ ФОРМИРОВАНИЯ ОЧАГОВ 
КАЛЬЦИФИКАЦИИ В ДИСФУНКЦИОНАЛЬНЫХ КЛАПАНАХ СЕРДЦА 

И АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ БЛЯШКАХ

Цель
Проанализировать топографические сценарии формирования кальцифика-
тов в дисфункциональных аортальных клапанах сердца и атеросклеротиче-
ских бляшках.

Материалы 
и методы

Дисфункциональные аортальные клапаны сердца (n = 18) и атеросклеротиче-
ские бляшки (n = 20) фиксировали в формалине, постфиксировали в 1% тетра-
оксиде осмия, последовательно окрашивали 2% тетраоксидом осмия и 2% ура-
нилацетатом и заключали в эпоксидную смолу Epon с последующей шлифовкой 
и полировкой сформованных блоков. После контрастирования цитратом свинца 
и напыления углеродом проводили визуализацию образцов методом сканирую-
щей электронной микроскопии в обратно рассеянных электронах и элементный 
анализ кальцификатов методом энергодисперсионной рентгеновской спектро-
скопии. Измерение соотношения Ca/P в кальцификатах аортальных клапанов и 
бляшек произведено по схеме «бильярдного стола» в центре кальцификата и ча-
совой стрелке в ближней и дальней окружностях, а также в контрольных участ-
ках возле и вдали от кальцификата. Топографические сценарии формирования 
кальцификатов моделировали при помощи корреляционного анализа.

Результаты

Выявлена значимая корреляция соотношения Ca/P в центре кальцификата с 
таковой в ближней и дальней окружностях как в клапанных (r = 0,35–0,78 
в ближней окружности; r = 0,63–0,69 в дальней окружности), так и атеро-
склеротических (r = 0,37–0,56 в ближней окружности; r = 0,48–0,63 в дальней 
окружности) кальцификатах, что свидетельствует об иерархическом принци-
пе формирования очагов кальцификации.

Заключение
Кальцификация в кальцинированных аортальных клапанах сердца и атеро-
склеротических бляшках развивается по концентрическому принципу (от 
центра к периферии).

Ключевые слова Атеросклероз • Кальцинирующий аортальный стеноз • Минерализация • 
Кальцификация • Элементный анализ • Фосфат кальция
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Highlights
• The lack of scientific data hinders understanding of morphological patterns of calcification. 

Deciphering the mechanism of morphological growth of calcification in the atherosclerotic plaque and 
the aortic valve leaflet will allow clinicians to advance the development of unified therapy aimed at 
successful treatment of calcifications of the cardiovascular system.

Aim To analyze the topographic patterns of valvular and atherosclerotic calcification 
growth.

Methods

Dysfunctional aortic valves (n = 18) and atherosclerotic plaques (n = 20) were fixed 
in formalin, postfixed in 1% osmium tetroxide, consecutively stained by 2% osmium 
tetroxide and 2% uranyl acetate, and embedded into epoxy resin (Epon) with the 
further grinding and polishing of the samples. Upon the counterstaining by lead citrate 
and sputter coating with carbon, samples were visualized by backscattered scanning 
electron microscopy. Elemental analysis was conducted via energy-dispersive X-ray 
spectroscopy. Measurement of Ca/P ratio within the mineral deposits was carried 
out employing a pool table principle (i.e., in the center of the deposit, in the near and 
far circumferences (clockwise), and in control regions around the mineral deposit). 
Topographic patterns of calcifications were modeled using the correlation analysis.

Results

Significant correlation was revealed between the Ca/P ratio in the deposit center and 
in the near and far circumferences of deposit in both in valvular (r = 0,35–0,78 – near 
circumference; r = 0,63–0,69 – far circumference) and atherosclerotic mineral deposits 
(r = 0,37–0,56 – near circumference; r = 0,48–0,63 – far circumference), suggesting the 
hierarchical growth of cardiovascular calcification around the initial nucleation sites.

Conclusion Valvular and atherosclerotic calcifications development is concentric.

Keywords Atherosclerosis • Calcific aortic stenosis • Mineralization • Calcification • 
Elemental analysis • Calcium phosphate
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Введение
Патологические механизмы минерализации эле-

ментов сердечно-сосудистой системы гетерогенны и 
представляют собой предмет дискуссий на протяже-
нии последних десятилетий. К примеру, макрокаль-
цификация (более 100 мкм) неоинтимы играет поло-
жительную роль, сдерживая прогрессирование ате-
росклеротической бляшки [1], микрокальцификация 
(от 5 до 100 мкм) неоинтимы, напротив, нарушает 
целостность фиброзной покрышки и способствует 
нестабильности бляшки [1–3], а кальцификация ме-
дии в любом ее проявлении играет отрицательную 
роль, критически нарушая способность артерий 
реагировать на изменения артериального давления 
и приводя к их механической недостаточности [4]. 
В то же время кальцификация клапанов сердца но-
сит сугубо негативный характер, препятствуя физио-
логическим движениям их створок и вызывая разви-
тие аортального стеноза, как следствие приводящего 
к хронической сердечной недостаточности [5–7]. 

На протяжении долгого времени считалось, что 
патологическая минерализация сердечно-сосудистой 

системы является пассивным дегенеративным про-
цессом, однако последние исследования доказали 
обратное, при этом эктопическая кальцификация в со-
судах и клапанах сердца протекает аналогично ортото-
пической оссификации в костной ткани [8, 9]. В ходе 
онтогенетического остеогенеза матриксные везикулы 
отделяются от плазматической мембраны остеобла-
стов/остеоцитов и могут служить центрами нуклеации 
гидроксиапатита [10]. Матриксные везикулы сосуди-
стых гладкомышечных клеток с остеохондрогенной 
дифференцировкой содержат кальций-связывающие 
аннексины А2, А5, А6 [11], а также щелочную фос-
фатазу, которая участвует в разложении пирофосфата, 
выступающего в роли ингибитора минерализации, и 
приводит к генерации свободных фосфат-анионов [7]. 
Ультраструктурные исследования продемонстрирова-
ли в стенке патологических сосудов и клапанов сердца 
матриксные везикулы, содержащие гидроксиапатит, 
что позволяет предположить их участие в формирова-
нии очага кальцификации [7, 12, 13]. 

Образующийся в результате действия щелоч-
ной фосфатазы неорганический фосфат активно
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поглощается интерстициальными клетками клапа-
нов через натрий-зависимый переносчик фосфатов 
Pit-1, после чего от клеток отделяются кальцифици-
рующиеся матриксные везикулы [14]. Сосудистые 
гладкомышечные клетки также играют ключевую 
роль в инициировании и регулировании кальци-
фикации сосудов, выделяя при остеохондрогенной 
дифференцировке кальцифицирующиеся матрикс-
ные везикулы и экспрессируя специфические каль-
ций-связывающие белки, синтез которых в норме 
ограничен костной тканью [15–17]. Остеохондро-
генная дифференцировка сосудистых гладкомы-
шечных клеток в нормальных физиологических ус-
ловиях не происходит в результате регулирующего 
действия тканевых ингибиторов минерализации 
матриксного Gla-белка (MGP), Gla-богатого бел-
ка (GRP) и фетуина-A, связывающих избыточные 
ионы кальция и фосфора в микроокружении сосу-
дистых гладкомышечных клеток [18]. Справедли-
вым является и обратное утверждение – уровень 
внеклеточного кальция и фосфора ассоциирован с 
кальцификацией сосудов [19, 20]. 

Механизм химической трансформации фос-
фата кальция при формировании кальцификата in 
vivo изучен достаточно хорошо [21, 22], тогда как 
процесс морфологического развития кальцификата 
в литературе почти не описан. На данный момент 
имеются две основные теории: концентрическая 
(рост кальцификата из центра к периферии с вы-
раженной корреляцией отношения содержания 
кальция к содержанию фосфора (Ca/P) от центра 
к периферии) [21, 22] и мультицентричная (мно-
жественные очаги кальцификации сливаются друг 
с другом, образуя единый кальцификат с неодно-
родным соотношением Ca/P в различных участках, 
неравномерно распределенных по всей площади 
кальцификата) [23–25]. 

Цель исследования – проанализировать реле-
вантность каждой из представленных гипотез про-
исходящему в нативных кальцинированных аор-
тальных клапанах и атеросклеротических бляшках 
сценарию, используя элементный анализ и расчет 
соотношения кальция к фосфору в репрезентатив-
ных кальцификатах и их участках.

Материалы и методы 
Получены нативные створки аортального клапана 

сердца (n = 18), удаленные при их протезировании по 
причине аортального стеноза или недостаточности, 
и атеросклеротические бляшки (n = 20), удаленные 
в ходе каротидной эндартерэктомии из-за гемодина-
мически значимого стеноза. Оба вида операций про-
ведены в НИИ КПССЗ (Кемерово, Россия). До вклю-
чения в исследование от всех пациентов получено 
письменное информированное согласие, протокол 
исследования одобрен локальным этическим коми-
тетом НИИ КПССЗ (№ ЛФАА-ЛБ-3 от 25.06.2019).

Эксплантированные створки аортального кла-
пана и бляшки были промыты в физиологическом 
растворе и перенесены в забуференный 10% фор-
малин (рН 7,4) (B06-003, ООО «БиоВитрум», Рос-
сия) для фиксации на 24 ч с однократной сменой 
формалина через первые 2 ч. На следующем эта-
пе образцы постфиксировали в 1% тетраоксиде 
осмия (OsO4, 19110, Electron Microscopy Sciences, 
США), приготовленном на 0,1М фосфатном бу-
фере, в течение 12 ч и далее окрашивали 2% во-
дным раствором тетраоксида осмия в течение 48 
ч. На следующем этапе биоптаты обезвоживали в 
этаноле возрастающей концентрации (50, 60, 70, 
80, 95%, по две 15-минутных смены в каждой из 
указанных концентраций). Далее биоптаты докра-
шивали 2% спиртовым раствором уранилацетата 
(22400-2, Electron Microscopy Sciences) в течение 
5 ч, обезвоживали в изопропаноле (06-002, ООО 
«БиоВитрум») в течение 5 ч и ацетоне (150495, АО 
«ЛенРеактив», Россия) в течение часа. 

Затем образцы пропитывали смесью эпоксидной 
смолы Epon (14120, Electron Microscopy Sciences) и 
ацетона в соотношении 1:1 в течение 6 ч, чистой 
эпоксидной смолой в течение 24 ч и полимеризова-
ли в свежей эпоксидной смоле при 60 °C в течение 
24 ч. Получившиеся эпоксидные блоки шлифовали 
до поверхности образца и полировали на установ-
ке TegraPol-11 (Struers, Дания) с последовательным 
использованием шлифовальных дисков с диаме-
тром зерна 9, 6 и 3 мкм. После полировки образцы 
контрастировали цитратом свинца по Рейнольдсу 
(17810, Electron Microscopy Sciences) в течение 15 
мин путем нанесения раствора на отполированную 
поверхность блока. После отмывки в бидистилли-
рованной воде на блоки наносили углеродное на-
пыление толщиной в 10–15 нм с помощью вакуум-
ного напылительного поста (EM ACE200, Leica, 
Австрия). 

Визуализацию образцов производили методом 
сканирующей электронной микроскопии (Hitachi 
S-3400N, Hitachi, Япония) в режиме BSECOMP 
(обратно рассеянных электронов) при ускоряющем 
напряжении 15 кВ. Элементный анализ кальцифи-
катов выполняли при помощи энергодисперсион-
ной рентгеновской спектроскопии (XFlash 4010, 
Bruker, США). Анализ проводился также в режиме 
обратно рассеянных электронов в условиях высо-
кого вакуума при ускоряющем напряжении 15 кВ. 

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных дан-

ных выполняли при помощи программы GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США). Корреляцион-
ный анализ производили с помощью коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена. Корреляцию счи-
тали значимой при значении коэффициента корре-
ляции r≥0,4 и p≤0,05.
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Результаты
При электронно-микроскопическом анализе 

выявлена массивная кальцификация как дисфунк-
циональных аортальных клапанов, так и атеро-
склеротических бляшек. Особенностью кальци-
фикации клапанов были множественные макро-
кальцификаты, распределенные по всей створке 
клапана (рис. 1, a), в то время как в подавляющем 
большинстве атеросклеротических бляшек отме-
чены лишь один или несколько крупных очагов 
кальцификации (рис. 1, b). 

С целью определения механизма роста кальци-
фиката в клапанах и бляшках измеряли элементный 
состав различных зон репрезентативных кальцифи-
катов по схеме «бильярдного стола» (рис. 2). Соот-
ношение Ca/P в различных участках кальцификатов 
аортального клапана варьировало от 1,85 до 3,43 
по сравнению с кальцификатами бляшек, где на-
блюдали значения от 1,92 до 3,08. По результатам 
корреляционного анализа полученных данных в 
очагах и клапанной (рис. 3), и атеросклеротической

Рисунок 2. Схема проведения элементного анализа внутри 
одного кальцификата по типу «бильярдного стола»: 1–11 – 
участки внутри кальцификата (2–7 – ближняя окружность, 
8–11 – дальняя окружность), 12–14 – контрольные участки 
вокруг кальцификата, 15 – контрольный участок вдали от 
кальцификата
Figure 2. Scheme of elemental analysis employing “pool table 
principal”. 1–11, regions within the mineral deposit (2–7, near 
circumference; 8–11, far circumference); 12–14, control regions 
around the mineral deposit; 15, a control region aside the mineral 
deposit

Рисунок 3. Репрезентативное соотношение Ca/P в центре, ближней и дальней окружностях клапанного кальцификата, а также 
контрольном участке возле кальцификата
Figure 3. Representative Ca/P ratio in the center, near circumference, and far circumference of the valvular calcification and adjacent 
control region

Рисунок 1. Кальцификаты: в составе кальцинированного аортального клапана, ув. × 45 (a); в составе атеросклеротической 
бляшки, ув. × 42 (b)
Figure 1. Calcifications in: (a) dysfunctional aortic valve, magnification 45×; (b) atherosclerotic plaque, magnification 42×
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минерализации (рис. 4) выявлено увеличение со-
отношения Ca/P по мере удаления от центра каль-
цификата, свидетельствующее о меньшей зрелости 
фосфата кальция в периферических зонах. Соот-
ношение Ca/P в центре клапанных кальцификатов 
коррелировало с таковым в участках ближней (r 
= 0,35–0,78) и дальней (r = 0,63–0,69) окружно-
стей (таблица) и было выше, чем в атеросклеро-
тических бляшках (r = 0,37–0,56, центр и ближняя 
окружность; r = 0,48–0,63, центр и дальняя окруж-
ность) (см. таблицу). Таким образом, созревание 
минерала от центра к периферии более выраженно 
в клапанных кальцификатах по сравнению с ате-
росклеротическими, где оно протекает более рав-
номерно. Кроме того, контрольные участки 12, 13 
и 14 (см. рис. 2) в непосредственной близости к 

кальцификату и в аортальном клапане (см. рис. 3), 
и в бляшке (см. рис. 4) содержали исключительно 
кальций, а не фосфор. 

Обсуждение 
Согласно данным литературы, терминальной 

стадией кальцификации является гидроксиапатит с 
соотношением Ca/P, равным 1,67 [26], однако каль-
цификаты в биологических тканях характеризуются 
существенной долей карбоната в составе фосфата 
кальция (к примеру, карбонат-гидроксиапатита, ко-
торый также называется биоапатитом); помимо ги-
дроксиапатита они также могут содержать дикаль-
ций фосфат и октакальций фосфат [27–30]. По этой 
причине метод энергодисперсионной рентгеновской 
спектроскопии не позволяет идентифицировать

Рисунок 4. Репрезентативное соотношение Ca/P в центре, ближней и дальней окружностях атеросклеротического кальцифика-
та, а также контрольном участке возле кальцификата
Figure 4. Representative Ca/P ratio in the center, near circumference, and far circumference of the atherosclerotic calcification and 
adjacent control region

Корреляция соотношения Ca/P в центре и различных участках атеросклеротических и клапанных кальцификатов, выбранных 
по схеме согласно рис. 2
Correlation (Spearman’s r) between the Ca/P ratio in the center of valvular calcifications and in hierarchically selected areas at their 
near circumference (2–7), far circumference (8–11) and control region (12)

Номер участка 
/ Area number

Аортальные клапаны / Aortic valves Атеросклеротические бляшки / Atherosclerotic 
plaques

коэффициент корреляции Спирмена / 
Spearman`s rank correlation coefficient p коэффициент корреляции Спирмена / 

Spearman`s rank correlation coefficient p

2 0,355 0,148 0,374 0,104
3 0,566 0,014 0,499 0,025
4 0,690 0,002 0,52 0,019
5 0,645 0,004 0,556 0,011
6 0,785 0,001 0,442 0,051
7 0,219 0,383 0,135 0,569
8 0,248 0,321 0,083 0,729
9 0,690 0,002 0,633 0,003
10 0,347 0,158 0,481 0,032
11 0,638 0,004 0,28 0,232
12 –0,079 0,838 –0,206 0,384
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точное количество и соотношение Ca и P в биоми-
нералах, а следовательно, достоверно определить 
в них тип фосфата кальция. Как правило, диффе-
ренцировка фаз фосфата кальция осуществляется 
при помощи рентгеновской порошковой дифрак-
тометрии, однако такой анализ требует предвари-
тельного сжигания ткани и поэтому не позволяет 
провести дифференциальный анализ в различных 
участках кальцификата [27]. 

По данным, полученным в ходе элементного 
анализа различных фаз фосфата кальция во время 
его созревания, трансформация фосфата кальция 
до гидроксиапатита происходит за 7–10 дней [25]. 
Более ранее исследование элементного состава 
кальцификатов 41 атеросклеротической бляшки с 
гемодинамически значимым стенозом (>60%) при 
помощи энергодисперсионной рентгеновской спек-
троскопии показало, что почти две трети кальци-
фикатов состоят из гидроксиапатита, еще треть – из 
оксалата кальция [31]. В эксперименте со сжигани-
ем органического компонента биопротезов клапа-
нов сердца и последующим элементным анализом 
продемонстрировано, что соотношение Ca/P в не-
органическом компоненте соответствует гидрокси-
апатиту [32]. В целом длительность формирования 
кальцификатов в бляшках позволяет с достаточной 
долей уверенности предполагать преимуществен-
ное преобладание в них терминальной фазы фос-
фата кальция – гидроксиапатита.

Полученные в представленной работе результаты 
демонстрируют рост кальцификатов от центра к пе-
риферии как в кальцинированных аортальных кла-
панах сердца, так и атеросклеротических бляшках, 
что свидетельствует в пользу концентрической, а не 
мультицентричной теории роста минерала [21, 22]. 
Безусловно, нельзя исключать того, что в некото-
рых случаях эктопические кальцификаты в тканях 

сердечно-сосудистой системы могут постепенно 
соединяться в один, однако сильная корреляцион-
ная связь соотношения Ca/P от центра к периферии 
свидетельствует об иерархическом порядке кальци-
фикации вокруг ядер нуклеации, которыми в том 
числе могут служить секретируемые сосудистыми 
гладкомышечными клетками остеохондрогенного 
фенотипа матриксные везикулы [11].

Заключение
Кальцификация в кальцинированных аор-

тальных клапанах сердца и атеросклеротических 
бляшках развивается по концентрическому прин-
ципу (от центра к периферии).
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