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Материалы,	используемые	при	изготовлении	 биопротезов	клапанов	и	 сосудов	 сердца,	 должны	
обладать	 рядом	 свойств,	 в	 том	 числе	 быть	 устойчивыми	 к	 кальцификации.	 Согласно	 одной	 из	
современных	теорий,	причиной	отложения	растворимых	форм	фосфатов	кальция	и	их	последующе-
го	перехода	в	нерастворимые	принято	считать	гибель	клеток.	В	связи	с	этим	необходимой	видится	
предимплантационная	обработка	биопротеза	 (девитализация)	 с	целью	последующего	ингибирова-
ния	процесса	кальцификации.
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В	 хирургии	 клапанных	 пороков	 сердца	 на-
ряду	 с	механическими	протезами	применяются	
биологические	 заменители	сердечных	клапанов	
и	сосудов.	Материалы,	используемые	при	их	из-
готовлении,	 должны	 обладать	 определенными	
параметрами:	 способностью	 сохранять	 физико-
химические	свойства,	обеспечивающие	функци-
онирование	имплантатов;	не	вызывать	хрониче-
ского	воспаления;	не	проявлять	канцерогенный	
эффект;	не	подвергаться	кальцификации	[1,	3].	

Под	кальцификацией,	в	данном	случае,	под-
разумевается	 образование	 кальцийсодержащих	
отложений	на	поверхности	или	в	толще	имплан-
тируемых	 изделий.	 Зачастую	 это	 приводит	 к	
потере	функциональных	 свойств	протезов	и	не-
обходимости	повторных	операций,	как	в	случае	
сердечнососудистой	 хирургии,	 офтальмологии,	
урологии,	при	операциях	на	брюшной	полости.	В	
то	же	время	данный	процесс	играет	положитель-
ную	роль	в	 случае	восстановительной	хирургии	
костных	 тканей,	когда	кальцификации	подвер-
гаются	имплантированные	конструкции	(штиф-
ты,	протезы	суставов	и	др.)	[2].	

При	исследовании	причин	и	течения	процес-
са	кальцификации	необходимо	учитывать	состав	
кальцийсодержащих	отложений	и	их	локализа-
цию,	которая	бывает	внутренней	и	внешней	[19].	
В	первом	случае	отложения	располагаются	в	тол-
ще	материала,	например,	внутри	коллагенового	
волокна	 (внутрифибриллярно),	 а	 при	 внешней	
локализации	 отложения	 формируются	 в	 меж-
фибриллярном	пространстве	или	на	поверхности	
материалов.	Существенную	роль	в	месторасполо-
жении	отложений	играют	механические	нагруз-
ки,	которым	подвержен	имплантат.	Так	фосфаты	
кальция,	как	правило,	обнаруживаются	в	местах	
интенсивных	механических	нагрузок	независи-
мо	 от	 типа	 биоматериала	 протеза.	 Это	 обуслов-

лено,	по-видимому,	изменением	энергетических	
характеристик	 поверхности	 при	 динамических	
нагрузках	 и	 появлением	 областей	 с	 возросшей	
внутренней	 энергией.	 При	 использовании	 для	
изготовления	протезов	материалов	естественного	
происхождения	возможно	разрыхление	структу-
ры	материала	и	повреждение	самих	волокон.	Это	
сопровождается	 образованием	 так	 называемых	
«ловушек»	 для	 клеток	 или	 макрокомплексов,	
содержащих	 кальций,	 что	 в	 последующем	 сти-
мулирует	появление	мест	кристаллизации.

Для	 понимания	 механизма	 кальцификации	
биоматериалов	 необходимо	 выявить	 факторы,	
влияющие	 на	 этот	 процесс.	 Целенаправленные	
экспериментальные	 исследования	 проводятся	 в	
условиях	in	vitro	и	in	vivo.	Ни	те,	ни	другие	методы	
не	дают	полной	и	четкой	картины:	в	первом	случае	
апроксимировать	 данные	 из	 условий	 in	 vitro	 на	
организм	 недостаточно	 корректно,	 а	 во	 втором	 –		
многокомпонентная	 среда	 живого	 организма	 за-
трудняет	оценку	одного	выделенного	фактора.	Тем	
не	 менее,	 работы	 по	 этим	 направлениям	 ведутся	
и	 небезуспешно.	 Зарубежными	 авторами	 пред-
ложено	 несколько	 классификаций	 действующих	
факторов	кальцификации	[18],	однако	все	они	не	
определяют	роли	каждой	из	выделенных	групп,	а	
именно	то,	какие	факторы	являются	необходимы-
ми	для	зарождения	и	роста	кристаллов.	Российски-
ми	учеными	[9]	была	предложена	классификация,	
подразделяющая	факторы	на	необходимые	(гумо-
ральные)	и	регулирующие	–	клеточные	и	внешние	
факторы,	которые	интенсифицируют	или	ингиби-
руют	процесс	кальцификации.	

Также	 вызывает	 интерес	 изучение	 химиче-
ского	 состава	 кальцийсодержащих	 отложений,	
соотношение	 органических	 и	 неорганических	
компонентов	 в	 их	 составе	 и	 роли	 органической	
матрицы	 в	 процессе	 кальцификации.	 Так,	 при	
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помощи	 трансмиссионной	 электронной	 микро-
скопии	 с	 применением	 декальцификации	 фик-
сированных	 срезов	 и	 последующей	 их	 окраски	
удалось	 обнаружить,	 что	 органический	матери-
ал	в	кальцинированных	отложениях	состоит	из	
структур,	 воспроизводящих	 форму	 и	 ориента-
цию	растворенного	кристалла,	называемых	«те-
нями	кристалла»	[15].	Во	многих	исследованных	
тканях	 «тень	 кристалла»	 обнаруживается	 в	 об-
ластях	ранней	кальцификации	и	в	меньшей	сте-
пени	детектируется	в	районах	полной	кальцифи-
кации.	Состав	органических	компонент	зависит	
от	типа	минерализованных	тканей.	Основу	каль-
циевых	 отложений	 составляют	 фосфаты	 каль-
ция.	Анализ	образцов	полиуретанов	(«Авкотан»	
и	«Биомер»)	после	168	дней	имплантации	пока-
зал,	что	молярное	соотношение	Са/Р	в	их	составе	
равно	1,88,	что	свидетельствует	о	присутствие	в	
отложениях	 гидроксиапатита	 [17].	 Исследова-
ния	имплантатов,	изготовленных	из	различных	
материалов,	подвергнутых	кальцификации,	по-
казали,	 что	 состав	 кальцинированных	 отложе-
ний	на	 поверхности	 различных	протезов	 из	 по-
лимерных	 материалов	 практически	 идентичен	
составу	 атеросклеротических	 бляшек	 в	 сосудах	
человека:	остеокальцин,	белки	(альбумин	и	фи-
бриноген)	 и	 фосфолипиды;	 при	 этом	 некальци-
нированные	участки	не	содержали	остеокальци-
на	 [18].	Продолжительное	 воздействие	 избытка	
воды	на	любой	фосфат	кальция	приводит	к	обра-
зованию	гидроксиапатита,	если	в	состав	системы	
входят	только	СаО,	Р
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	и	вода.	Из	полученных	

различными	 методами	 разновидностей	 ГАП	 (с	
отношением	Са/Р	от	1,3	до	2),	многие	не	имеют	
стехиометрического	 состава,	 соответствующего	
идеальной	 формуле	 с	 молярным	 соотношением	
Са:Р=5:3	 (1,67).	 Установлено,	 что	 при	 продол-
жительной	обработке	водой	ГАП	с	соотношением	
Са/Р	больше	или	меньше	1,67,	состав	отложений	
изменяется,	и	они	превращаются	в	вещество,	ко-
торому	 приписывают	 формулу	 Са
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[4].	Кинетика	образования	новой	фазы	определя-
ется	 двумя	 стадиями:	 образованием	 зародышей	
и	их	ростом	до	кристаллов	кальцинатов.	Причем	
при	низкой	 скорости	образования	 зародышей	и	
высокой	скорости	их	роста,	что	имеет	место	при	
незначительных	 пересыщениях,	 образуется	 не-
большое	 количество	 крупных	 частиц.	 Высокая	
же	скорость	образования	зародышей	при	низкой	
скорости	их	роста	(значительные	пересыщения)	
приводят	 к	 формированию	 в	 большом	 количе-
стве	 мелких	 частиц.	 Методом	 рентгеновской	
дифракции	 установлено,	 что	 появлению	 кри-
сталлического	 гидроксиапатита	 предшествует	
аморфная	 фаза.	 Химический	 анализ	 аморфной	
фазы	показал,	что	она	представляет	собой	гидра-
тированный	 фосфат	 кальция	 Са
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при	отношении	Са/Р	=	3/2	по	сравнению	с	отно-
шением	5/3	для	кристаллического	гидроксиапа-
тита.	Время	жизни	метастабильного	аморфного	

предшественника	 в	 водном	 растворе	 зависит	 от	
содержания	 органических	 макромолекул	 и	 ио-
нов,	рН,	вязкости,	ионной	силы	раствора	и	тем-
пературы,	 причем	 процесс	 перехода	 в	 кристал-
лическую	фазу	 происходит	 автокаталитически.	
Однако	вопрос	о	предшественнике	гидроксиапа-
тита	до	сих	пор	остается	открытым.	Некоторые	
исследователи	предшественником	ГАП	считают	
брушит,	 октакальциум	фосфат,	 аморфный	фос-
фат	кальция	[14].

Наряду	 с	 физическими,	 биохимическими,	
иммунологическими	методами	исследования	ис-
пользуют	также	моделирующие	эксперименты	в	
условиях	in	vitro	и	in	vivo.

Эксперименты	 in	 vitro	 по	 изучению	 кальци-
фикации	биоматериалов	и	имплантатов	применя-
ют	 для	 разъяснения	 механизма	 минерализации	
костей,	 хрящей,	 зубов,	 для	 оценки	 склонности	
биоматериалов	к	кальцификации	и	возможности	
минерализации	органических	матриц	при	образо-
вании	природных	кристаллов.	Информативность	
и	достоверность	результатов,	получаемых	метода-
ми	in	vitro,	зависят	от	многих	факторов:	среда,	в	
которой	инкубируют	образец;	температура	и	рН;	
тип	 биоматериала	 и	 структура	 поверхности	 им-
плантата	и	т.	д.	[6,	13,	22].	Поэтому	оценку	склон-
ности	 биоматериалов	 к	 кальцификации	 следует	
проводить	в	контролируемой	по	рН	среде,	в	состав	
которой	входят	компоненты,	играющие	основную	
роль	в	кальцификации:	из	органических	–	белки	
и	липиды;	из	неорганических	–	кальций	и	фосфа-
ты.	Результаты	экспериментов	in	vitro	по	десорб-
ции	кальция	и	его	комплексов	выявили	ведущую	
роль	белковых	и	липидных	компонентов	в	нако-
плении	кальция	на	поверхности	биоматериалов.	
Основное	 накопление	 кальция	 происходит	 при	
наличии	в	среде	белка	и	избытка	жирной	кисло-
ты,	 способствующей	 образованию	 адсорбирован-
ных	 комплексов,	 не	 участвующих	 в	 процессах	
обмена	и	десорбции.

Для	 исследования	 процесса	 кальцификации	
кардиоваскулярных	 трансплантатов	 проводят	
испытания	в	условиях	in	vivo.	Как	правило,	при-
меняют	 имплантацию	 протезов	 клапанов	 или	
сосудов	 интракардиально	 молодым	 животным	
(телята,	овцы)	или	подкожную	имплантацию	об-
разцов	биоматериалов	мелким	животным	 (кры-
сы,	кролики,	мыши).	

Развитие	 кальцификации	 непосредственно	 в	
кровотоке	 изучают	 на	 крупных	 животных	 при	
сроках	имплантации	один	–	два	года.	Такие	экс-
перименты	 длительны	 и	 дорогостоящи.	 Поэто-
му,	 наиболее	широко	 распространены	методы	 с	
использованием	мелких	животных	(мыши,	кры-
сы,	 кролики).	 Для	 этого	 образец	 биоматериала	
имплантируется	 под	 кожу	 на	 время,	 необходи-
мое	 для	 достижения	 половины	 максимальной	
минерализации	 (для	крыс	–	 3	 недели,	 для	кро-
ликов	–	6	недель).	По	истечении	данного	 срока	
имплантаты	 удаляют	 и	 проводят	 анализ	 на	 ко-
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личественное	содержание	кальция	и	фосфора,	а	
также	вычисляют	отношение	кальций/фосфор.	

Установлено,	 что	 биохимические	 и	 морфоло-
гические	 особенности	 образующихся	 кальцийсо-
держащих	 отложений	 в	 образцах	 биоматериалов,	
имплантируемых	 под	 кожу	 крысам	 и	 кроликам,	
аналогичны	таковым	для	протезов	сосудов	или	кла-
панов,	имплантируемым	ортотопически	в	экспери-
ментальных	или	клинических	условиях	[1,	20].	

	С	целью	отделения	гуморальных	влияний	от	
влияния	 клеточных	 факторов	 в	 процессе	 каль-
цификации	 имплантатов	 применяют	 модель	
подкожной	имплантации	исследуемых	образцов	
в	специальных	камерах.	Для	исследования	кле-
точного	состава	воспалительного	экссудата	при-
меняют	конструкции	из	металлической	сетки	в	
виде	цилиндра	длиной	3,5	см	и	диаметром	1	см	
[11,	16].	Поры	занимают	от	35%	до	59%	от	всей	
поверхности	 системы.	 Диффузионные	 камеры	
с	 использованием	 пористых	 мембран	 из	 полиэ-
тилентерефталата	(размер	пор	от	0,4	до	12	мкм)	
разработаны	для	исследования	остеогенеза	деми-
нерализованной	 костной	 ткани	 и	 для	 изучения	
влияния	иммунной	и	воспалительной	реакций	на	
кальцификацию	биологических	протезов	клапа-
нов	[12].	Использование	мембран	с	размером	пор	
от	0,22	до	0,56	мкм	позволяет	исключить	прямой	
контакт	клеток	окружающих	тканей	с	поверхно-
стью	 исследуемого	 образца	 для	 сравнительного	
анализа	вклада	клеточных	и	гуморальных	фак-
торов	в	механизм	кальцификации	[9,	21].	

Для	 анализа	 отложений	 фосфатов	 кальция	
на	 поверхности	 образцов	 биоматериалов	 есте-
ственного	и	искусственного	происхождения	при-
влекают	также	атомно-адсорбционную	спектро-
фотометрию.	 С	 гладких	 полимерных	 образцов	
механически	 удаляют	 адсорбированный	 слой,	
а	 затем	 растворяют	 его	 в	 соляной	 кислоте.	 По-
ристые	или	волокнистые	образцы	отмывают	не-
посредственно	в	разбавленной	соляной	кислоте.	
Образцы	 биоматериалов	 естественного	 проис-
хождения,	как	правило,	сжигают	и	определяют	
содержание	кальция	 в	 золе.	Одним	из	 чувстви-
тельных	 количественных	 методов	 определения	
отложения	кальция	и	фосфора	на	образцах	био-
материалов	 является	 радиоизотопный	 метод	 с	
использованием	45Са	и	32Р.	Он	позволяет	реги-
стрировать	изменения	активности	изотопа	в	мо-
дельной	среде	и	в	образце	[8].

На	 накопление	 кальция	 влияют	 физико-
химические	свойства	материала,	из	которого	из-
готовлен	имплантат.	С	увеличением	гидрофобно-
сти	 и	 шероховатости	 материала	 увеличивается	
количество	адсорбированных	белков,	липидов	и	
кальция.	А	значит,	поверхностные	свойства	из-
делия	влияют	на	избирательность	к	адсорбции	и	
десорбции	комплексов	кальция.

В	 настоящее	 время	 существует	 ряд	 теорети-
ческих	 обоснований	 механизма	 кальцифика-
ции	 биоматериалов.	 Концентрационная	 теория	

акцентирует	 внимание	 на	 роли	 концентрации	
ионов	кальция	и	фосфатов	в	межклеточной	жид-
кости,	пытаясь	разъяснить	каким	образом	про-
исходит	накопление	солей	фосфатов	кальция	из	
раствора	 и	 их	 кристаллизация.	 Она	 появилась	
значительно	раньше	других,	но	позднее,	в	 силу	
ряда	нерешенных	проблем,	потеряла	свою	попу-
лярность.	 Предложенные	 физико-химические	
теории	 утверждали,	 что	 гетерогенные	 центры	
зарождения	кристаллов	гидроксиапатита	связа-
ны	с	макромолекулярной	стереоконфигурацией	
коллагена.	Приверженцы	же	клеточной	 теории	
отводят	ведущую	роль	в	процессе	физиологиче-
ской	 и	 патологической	 кальцификации	 клет-
кам.	Так	первичные	стадии	кальцификации	свя-
зывают	 либо	 с	 наличием	 уже	 погибших	клеток	
(как	в	случае	с	обработанными	биологическими	
тканями),	 либо	 с	 гибелью	 клеток	 реципиента,	
адгезированных	 на	 биоматериале	 [1,	 3,	 7,	 10].	
Согласно	этой	теории	кальцификация	начинает-
ся	с	гибели	клеток.	Погибшие	клетки	являются	
необходимым	условием,	приводящим	к	локаль-
ному	изменению	концентрации	кальция,	фосфа-
тов,	 белков,	 липидов,	ферментов,	 что	 вызывает	
отложение	 растворимых	 форм	 фосфатов	 каль-
ция	и	при	определенных	условиях	переход	их	в	
нерастворимые.	К	 клеточной	 теории	можно	 от-
нести	и	наиболее	популярную	в	настоящее	время	
везикулярную	теорию,	согласно	которой	гибель	
клеток	способствует	появлению	в	среде	фрагмен-
тов	клеточных	мембран,	образующих	везикулы.	
Кристаллы	фосфатов	формируются	внутри	такой	
структуры,	 а	 места	 их	 адсорбции	 на	 поверхно-
сти	имплантата	служат	центрами	последующей	
кальцификации.	 Кроме	 того,	 с	 гибелью	 клеток	
связано	 и	 появление	 в	 районе	 кальцификации	
обогащенных	кальцием	митохондрий	[5].

Выводы

Следует	признать,	что,	несмотря	на	достаточ-
но	большое	количество	способов	ингибирования,	
влияющих	на	ту	или	иную	стадию	кальцифика-
ции,	 наиболее	 эффективным,	 все	 же,	 является	
комплексный	метод,	включающий	в	себя	воздей-
ствия	на	все	стадии	процесса.	Вполне	возможно,	
что	для	эффективной	борьбы	с	кальцификацией	
биопротеза	 придется	 использовать	 одновремен-
но,	 или	 поэтапно,	 как	 введение	 лекарственных	
препаратов,	 так	 и	 предимплантационную	 обра-
ботку	биоматериалов	наряду	с	дозированным	ло-
кальным	введением	ингибирующих	препаратов.	
Предимплантационная	 обработка	 может	 быть	
реализована	посредством	эффективной	и	рацио-
нальной	 девитализации	 протеза,	 при	 помощи	
инициации	 апоптотической	 гибели	 его	 клеточ-
ного	компонента.	Предполагается,	что	это	позво-
лит	избежать	деструктивных	изменений,	имею-
щих	место	при	некрозе,	а	также	кальцификации	
трансплантата,	являющейся	их	следствием.	
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MECHANISMS AND METHODS OF STUDYING VESSELS-VALVES 
BIOARTIFICIAL GRAFTS CALCIFICATION

Popandopulo A., Petrova M., Yuditskyy D., Mokryk I.
Gusak’s Institute of Urgent and Recovery Surgery of The National Academy of Medical Science of Ukraine

	
The	materials	which	have	been	used	for	making	bioartificial	grafts	of	heart	valves	and	vessels	should	

have	certain	properties,	moreover,	be	steady	to	calcification.	According	to	one	of	the	modern	theories,	
the	reason	of	deposition	of	soluble	forms	of	calcium	phosphates	and	their	subsequent	transformation	to	
insoluble	forms	 is	called	«cell’s	destruction».	Therefore,	we	believe,	that	devitalization	of	bioartificial	
grafts	is	necessary	before	the	implantation,	in	order	to	inhibit	the	calcification.	

Keywords:	calcification,	calcium	phosphate,	hydroxyapatite,	devitalization.


