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Основные положения
• При умеренном перенасыщении сыворотки крови кальцием и фосфором образуются сфери-

ческие кальций-фосфатные наночастицы (бионы), а при тяжелом – игольчатые.
• Сферические и игольчатые кальций-фосфатные бионы сходны по своим физическим и хими-

ческим характеристикам, различаясь лишь формой.
• Как сферические, так и игольчатые кальций-фосфатные бионы состоят из гидроксиапатита и 

карбонат-гидроксиапатита, а также имеют сходный белковый профиль.
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СРАВНЕНИЕ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ И ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 
СФЕРИЧЕСКИХ И ИГОЛЬЧАТЫХ КАЛЬЦИЙ-ФОСФАТНЫХ БИОНОВ
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Цель

Сравнить морфологию, минеральный и органический профиль сферических 
кальций-фосфатных бионов (СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных био-
нов (ИКФБ), необходимых для оценки эндотелиотоксического действия КФБ 
при моделировании умеренной и тяжелой гиперкальциемии/гиперфосфате-
мии в последующих исследованиях. 

Материалы и
методы

СКФБ и ИКФБ были искусственно синтезированы посредством умеренного и 
выраженного перенасыщения имитирующей состав крови среды солями каль-
ция и фосфора. Размерность и форма СКФБ и ИКФБ были изучены при помощи 
сканирующей и просвечивающей электронной микроскопии и атомно-силовой 
микроскопии. Элементный анализ проводился посредством энергодисперси-
онной рентгеновской спектроскопии, атомно-эмиссионной спектроскопии и 
CHNSO-анализа, функциональные группы идентифицировались при помощи 
инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье и спектроскопии ком-
бинационного рассеяния света, формула входящих в состав бионов химических 
соединений и степень их кристалличности определялась методом рентгенов-
ской порошковой дифрактометрии. Белковый профиль СКФБ и ИКФБ был ис-
следован путем электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии доде-
цилсульфата натрия с последующим окрашиванием нитратом серебра. 

Результаты

СКФБ визуализировались как кристаллические сферические частицы губчатой 
структуры диаметром 80–200 нм и средним диаметром около 120 нм, в то время 
как ИКФБ представляли собой игольчатые кристаллы такого же диаметра. Как 
СКФБ, так и ИКФБ имели схожий поверхностный заряд и были склонны к агре-
гации. СКФБ и ИКФБ состояли из углерода, кислорода, водорода, азота, кальция 
и фосфора, содержали фосфатные (PO4

3-), карбонатные (CO3
2-) и гидроксильные 

(OH-) группы и состояли из гидроксиапатита (Ca10(PO4)6(OH)2) и карбонат-ги-
дроксиапатита (Ca10(PO4)3(CO3)3(OH)2). Кроме того, СКФБ и ИКФБ обладали 
идентичной степенью кристалличности и схожим белковым профилем с преоб-
ладанием альбумина и фетуина-А над остальными белками. 

Заключение СКФБ и ИКФБ отличаются лишь формой, имея схожие размерность, поверх-
ностный заряд, степень кристалличности и химический состав.



Highlights
• Moderate and severe serum supersaturation with calcium and phosphate results in formation of 

spherical and needle-shaped calcium phosphate nanoparticles (bions), respectively
• Spherical and needle-shaped calcium phosphate bions are similar in all physical and chemical 

characteristics excluding the shape.
• Both spherical and needle-shaped calcium phosphate bions consist of hydroxyapatite and carbonate-

hydroxyapatite and have similar protein composition

Aim
To compare morphological properties, mineral, and organic profile of spherical 
calcium phosphate bions (SCPB) and needle calcium phosphate bions (NCPB) for 
the assessment of the CPB-specific endothelial toxicity in models of mild or severe 
hypercalcemia/hyperphosphatemia in the further studies. 

Methods

Both SCPB and NCPB were artificially synthesized employing blood-mimetic 
medium either moderately or significantly supersaturated of calcium and 
phosphorus salts. Size and shape of SCPB and NCPB were investigated by scanning 
and transmission electron microscopy and atomic force microscopy. Elemental 
analysis was performed utilizing energy-dispersive X-ray spectroscopy, atomic 
emission spectroscopy, and CHNSO analysis, functional groups were examined 
using Fourier-transform infrared spectroscopy and Raman spectroscopy while 
chemical formula was identified by X-ray powder diffraction analysis. Protein 
profile of SCPB and NCPB was screened employing sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis following silver staining. 

Results

SCPB were visualized as crystalline spherical spongeous particles of 80-200 nm 
diameter and mean diameter of around 120 nm while NCPB represented needle 
crystals of a similar diameter. Both SCPB and NCPB had similar crystallinity, 
surface charge and tended to form clusters of several particles. Furthermore, both 
SCPB and NCPB were composed of carbon, oxygen, hydrogen, nitrogen, calcium, 
and phosphorus, contained phosphate (PO4

3-), carbonate (CO3
2-), and hydroxyl 

(OH-) functional groups, and consisted of hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) and 
carbonate-hydroxyapatite (Ca10(PO4)3(CO3)3(OH)2). In addition, protein profile 
of SCPB and NCPB was similar and notable for the abundant albumin and fetuin 
A levels. 

Conclusion Having similar size, surface charge, extent of crystallinity, and chemical 
composition, SCPB and NCPB possess a different shape.

Keywords Nanoparticles • Bions • Shape • Toxicity • Endothelium • Atherosclerosis • Elemental 
analysis • Mineral profile • Organic profile • Protein profile
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Список сокращений
АСМ
ИК
ИКФБ 
КФБ
МкФ

–
–
–
–
–

атомно-силовая микроскопия
инфракрасная спектроскопия
игольчатый кальций-фосфатный бион
кальций-фосфатный бион
стандарта МакФарланда

ОП
ПЭМ
СКФБ
СЭМ

–
–
–
–

оптическая плотность
просвечивающая электронная микроскопия
сферический кальций-фосфатный бион
сканирующая электронная микроскопия

Введение
Кальций-фосфатные бионы (КФБ) представляют 

собой наноразмерные минерало-органические части-
цы, формирующиеся в крови человека при повыше-
нии концентрации кальция и фосфора (гиперкальцие-
мии и гиперфосфатемии) и/или снижении концентра-
ции антикальцифицирующих белков, в особенности 
альбумина и фетуина-А [1, 2]. В недавней работе на-
шей группой было показано, что КФБ выделяются из 
75% атеросклеротических бляшек крупных артерий 
человека [2]. Более того, поскольку гиперкальциемия 
и гиперфосфатемия являются признанными фактора-
ми риска атеросклероза [3–6], было предположено, 
что КФБ являются одним из триггеров этого патоло-
гического процесса. Проведенные нами in vitro и in 
vivo эксперименты действительно продемонстриро-
вали токсическое действие КФБ на эндотелий вслед-
ствие их интернализации эндотелиальными клетка-
ми, что инициировало развитие начальных стадий 
атеросклероза [2]. Кроме того, было показано, что ис-
кусственно синтезированные КФБ морфологически и 
химически идентичны выделенным из атеросклеро-
тических бляшек [2]. Таким образом, искусственно 
синтезированные КФБ могут быть использованы для 
экспериментального моделирования КФБ-индуциро-
ванной токсичности.

Поскольку доказано, что повреждение эндоте-
лия является обязательным инициирующим фак-
тором развития атеросклероза [7–10], феномен эн-
дотелиотоксичности КФБ достаточно актуален для 
дальнейшего изучения. Существуют теоретические 
предпосылки, что при умеренной гиперкальцие-
мии/гиперфосфатемии могут образовываться сфе-
рические КФБ (СКФБ), а при тяжелой гиперкальци-
емии/гиперфосфатемии – игольчатые КФБ (ИКФБ) 
[11]. Несмотря на то, что ранее уже была продемон-
стрирована возможность синтеза и СКФБ, и ИКФБ 
[11], попыток сравнения химических свойств дан-
ных двух групп КФБ проведено не было. Вместе с 
тем это имеет принципиальное значение, посколь-
ку для адекватного сравнения эндотелиотоксично-
сти СКФБ и ИКФБ в идеале необходимо, чтобы они 
отличались лишь формой, имея идентичные разме-
ры, характеристики поверхности, степень кристал-
личности и химический состав.

Целью данного исследования было синтезиро-
вать СКФБ и ИКФБ с дальнейшим сравнением их 
морфологических характеристик и химического 
состава.

Материалы и методы
Искусственный синтез бионов

СКФБ были синтезированы путем последова-
тельного добавления 9,9 мкл 0,45М CaCl2 (Sigma-
Aldrich) и 22,5 мкл 0,2М Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) в 
1318 мкл среды Игла, модифицированной по Дуль-
бекко (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 
Gibco), содержащей 150 мкл (10% от общего объе-
ма) фетальной телячьей сыворотки (Gibco). ИКФБ 
были синтезированы при помощи последовательно-
го добавления 16,5 мкл 0,45М CaCl2 (Sigma-Aldrich) 
и 37,5 мкл 0,2М Na2HPO4 в 936 мкл среды DMEM, 
содержащей 10 мкл (10% от общего объема) феталь-
ной телячьей сыворотки. После кратковременного 
перемешивания на вортексе пробирки объемом 1,5 
мл (Eppendorf) с реагентами для синтеза бионов 
инкубировались при +37 °С (MCO-18AIC, Sanyo) 
в течение 24 ч с дальнейшим центрифугированием 
при 200,000 x g и +4 °С в течение 1 ч (Optima MAX-
XP, Beckman Coulter). С целью получения рабочей 
суспензии осадок СКФБ ресуспендировался в 300 
мкл, а осадок ИКФБ – в 1500 мкл бидистиллирован-
ной воды, что позволяло достичь оптической плот-
ности (ОП) в 0,5 стандарта МакФарланда (МкФ), 
являющейся минимально измеримой и патофизи-
ологически релевантной величиной концентрации 
бионов в суспензии. Все вышеуказанные процедуры 
проводились в стерильных условиях. Измерение ОП 
проводилось на микропланшетном спектрофотоме-
тре «Униплан» (АИФР-01, Пикон) на длине волны 
650 нм. В случае необходимости получения сухого 
порошка для экспериментов суспензия СКФБ или 
ИКФБ замораживалась при -40 °С (Sanyo) и лиофи-
лизировалась в течение суток (FreeZone Plus 2.5 Liter 
Cascade Benchtop Freeze Dry System, Labconco).

Визуализация бионов
Визуализация бионов проводилась методами ска-

нирующей электронной микроскопии (СЭМ), про-
свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) и 
атомно-силовой микроскопии (АСМ). Для СЭМ не-
сколько капель суспензии СКФБ или ИКФБ помеща-
лись на стекло для микроскопии (Thermo Scientific) 
и высушивались в течение 2 ч при 37°C. Далее обра-
зец помещался на углеродный скотч (Ted Pella) и на-
пылялся Au-Pd (SC7640, Emitech), с дальнейшим вы-
полнением непосредственно СЭМ (Hitachi SU8220, 
Hitachi). Для ПЭМ несколько капель суспензии 
СКФБ или ИКФБ помещались на медную сеточку,



покрытую углеродной пленкой-подложкой (Structure 
Probe, Inc.) с последующим проведением непосред-
ственно ПЭМ (JEM-4000 EX, JEOL). Для АСМ не-
сколько капель суспензии СКФБ или ИКФБ помеща-
лись на диск из слюды (Ted Pella), и далее осущест-
влялась непосредственно АСМ (Cypher™ Atomic 
Force Microscope, Asylum Research).

Определение распределения размерности и поверх-
ностного заряда

Распределение размерности и дзета-потенциал 
СКФБ и ИКФБ был определен при помощи ди-
намического и электрофоретического рассеяния 
света соответственно (Zetasizer Nano ZS, Malvern 
Instruments). Перед измерением суспензия бионов 
термостатировалась при 25°C в течение 10 мин. 
Все измерения проводились трижды (30 последо-
вательных сканирований на измерение) с дальней-
шим расчетом среднего распределения. 

Элементный анализ
Для определения химических элементов, входя-

щих в состав бионов, помещали несколько капель 
суспензии СКФБ или ИКФБ на углеродный скотч, 
высушивали в течение 2 ч при 37°C и проводили 
элементный анализ методом энергодисперсион-
ной рентгеновской спектроскопии (XFlash® 4010, 
Bruker). Для каждого образца определялись три 
квадранта с четко визуализируемыми бионами, и 
затем с поправкой на углерод (во избежание си-
стематической ошибки) рассчитывался средний 
атомный процент для каждого элемента. Атомно-
эмиссионная спектроскопия лиофилизированно-
го порошка СКФБ или ИКФБ проводились после 
его растворения в HNO3 в течение 1 ч при 80 °С. 
CHNSO-анализ проводился посредством каталити-
ческого окисления бионов при 1060 °С.

Определение функциональных групп
Функциональные группы соединений, из кото-

рых состоят бионы, определялись методами инфра-
красной спектроскопии (ИК) с преобразованием 
Фурье (Инфралюм ФТ-801, Симэкс, разрешение 
4 см-1 на длинах волн от 4,000 см-1 до 500 см-1) и 
спектроскопии комбинационного рассеяния све-
та (LabRam HR800, Horiba Scientific, разрешение 
0,222 см-1 на от 4,000 см-1 до 100 см-1). Каждый 
представленный спектр рассчитывался как среднее 
25 последовательных сканирований лиофилизиро-
ванного порошка СКФБ или ИКФБ.

Определение химических соединений
Собственно химические соединения, входящие в 

состав бионов, определялись путем анализа лиофи-
лизированного порошка СКФБ или ИКФБ методом 
рентгеновской порошковой дифрактометрии (Bruker 
D8 ADVANCE, Bruker) с медной рентгеновской 

трубкой при 40 кВ. Дифрактометрия проводилась по 
2θ углу от 20 до 120 градусов при скорости в 0,02 
градуса в секунду. Полученные спектры сравнива-
лись с базой Объединенного комитета порошковых 
дифракционных стандартов для идентификации хи-
мической формулы соединения. Кроме того, при по-
мощи этого же метода посредством сопоставления 
ширины получаемых пиков проводилось сравнение 
степени кристалличности СКФБ и ИКФБ.

Определение белкового профиля
Белки, входящие в состав бионов, определялись 

методом электрофореза в полиакриламидном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия с последу-
ющим окрашиванием нитратом серебра (AgNO3). 
Аликвоты одинакового объема (20 мкл) суспензии 
СКФБ или ИКФБ с оптической плотностью 0,5 МкФ 
были смешаны с буфером Лэммли (1,5M Tris-HCl с 
pH 6,8, глицерол, β-меркаптоэтанол, додецилсульфат 
натрия, 1% бромфеноловый синий, дитиотреитол) в 
отношении 4:1 и затем загружены на 1 мм NuPAGE® 
Novex® 4–12% Bis-Tris гель (Life Technologies). В ка-
честве положительного контроля и маркера молеку-
лярной массы белков использовался белковый стан-
дарт Precision Plus (Bio-Rad). Белки разделялись при 
помощи электрофореза в полиакриламидном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия при 100 В в 
течение 1 ч. Гель окрашивался при помощи набора 
SilverQuest (Life Technologies) в соответствии с ин-
струкциями производителя. При появлении полос до-
бавлялся стоп-раствор (динатриевая соль этилендиа-
минтетрауксусной кислоты в концентрации 39 мМ). 
Гели фотографировались с использованием сканера 
HP Scanjet Enterprise Flow (Hewlett Packard).

Результаты
Для того чтобы исследовать морфологические 

свойства СКФБ и ИКФБ, были проведены сканиру-
ющая электронная микроскопия, просвечивающая 
электронная микроскопия и атомно-силовая микро-
скопия. Важно отметить, что одинаковая размер-
ность КФБ является обязательным условием для 
адекватного сравнения их эндотелиотоксичности, 
так как в одной из предыдущих работ было показа-
но, что СКФБ диаметром <300 нм не обладают ци-
тотоксическим действием, в отличие от СКФБ диа-
метром >300 нм [12]. Все три вида микроскопии вы-
сокого разрешения продемонстрировали, что СКФБ 
представляли собой сферические частицы губчатой 
структуры диаметром 80–200 нм и средним диаме-
тром около 120 нм, склонные к кластеризации (Рис. 
1, Рис. 2, Рис. 3). ИКФБ визуализировались как иголь-
чатые кристаллы с аналогичными СКФБ разбросом 
диаметров и средним диаметром (Рис. 1, Рис. 2, Рис. 
3). На основании полученных данных можно заклю-
чить, что при схожей размерности СКФБ и ИКФБ 
отличаются геометрической формой.
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Рисунок 1. Сканирующая электронная микроскопия сферических кальций-фос-
фатных бионов (СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных бионов (ИКФБ)
Figure 1. Scanning electron microscopy of spherical calcium phosphate bions 
(SCPB) and needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB)

Рисунок 2. Просвечивающая электронная микроскопия сферических каль-
ций-фосфатных бионов (СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных бионов (ИКФБ)
Figure 2. Transmission electron microscopy of spherical calcium phosphate bions 
(SCPB) and needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB)

Рисунок 3. Атомно-силовая микроскопия сферических кальций-фосфатных бионов 
(СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных бионов на высоком разрешении (ИКФБ)
Figure 3. Atomic force microscopy of spherical calcium phosphate bions (SCPB) and 
needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB)

Стоит отметить, что, хотя электронная и атомно-
силовая микроскопия позволяют детально оценить 
размерность и форму наночастиц, оценка распреде-
ления их размерности при помощи количественного 

анализа изображений может приводить к артефак-
там вследствие их неравномерного распределения 
по поверхности подложки, что в том числе может ве-
сти к избыточному рассеянию или агрегации частиц.



Поэтому нами был дополнительно применен метод 
динамического рассеяния света, позволяющий оце-
нить распределение размерности бионов в растворе 
(включая оценку их кластеризации), а также метод 
электрофоретического рассеяния света для измере-
ния поверхностного заряда (дзета-потенциала) ча-
стиц, определяющего их склонность к агрегации. 
Динамическое рассеяние света подтвердило данные, 
полученные при визуализации СКФБ и ИКФБ, при-
чем как в отношении диаметра отдельных частиц, 
так и в отношении формирования кластеров до 1000 
нм в диаметре (Рис. 4А). Дзета-потенциал СКФБ и 
ИКФБ варьировал от -19 до -24 мВ, что подтвердило 
склонность бионов к агрегации (Рис. 4Б).

Следующей задачей для выполнения цели адек-
ватного сравнения СКФБ и ИКФБ стал анализ их 
химического состава, то есть минерального и орга-
нического профиля. В идеале для оценки влияния 
формы КФБ на их эндотелиотоксичность СКФБ и 
ИКФБ должны иметь идентичный элементный со-
став, функциональные группы, формулу составля-
ющих их химических соединений и органический 
профиль. Для анализа элементного состава СКФБ 
и ИКФБ применяли энергодисперсионную рент-
геновскую спектроскопию, атомно-эмиссионную 
спектроскопию и CHNSO-анализ. Было выявлено, 
что как СКФБ, так и ИКФБ состоят из углерода, 
кислорода, водорода, азота, кальция и фосфора 

(Рис. 5А). Используя инфракрасную спектроско-
пию с преобразованием Фурье и спектроскопию 
комбинационного рассеяния света, было найдено, 
что как СКФБ, так и ИКФБ содержат фосфатные 
(PO4

3-), карбонатные (CO3
2-) и гидроксильные (OH-) 

группы (Рис. 5Б). Наконец, посредством рентгенов-
ской порошковой дифрактометрии было выявлено, 
что как СКФБ, так и ИКФБ состоят из гидроксиапа-
тита (Ca10(PO4)6(OH)2) и карбонат-гидроксиапатита 
(Ca10(PO4)3(CO3)3(OH)2) (Рис. 5В). Таким образом, 
СКФБ и ИКФБ имели схожий минеральный про-
филь, с преобладанием гидроксиапатита. Совпаде-
ние ширины пиков соединений указало на сходную 
степень кристалличности СКФБ и ИКФБ, при этом 
узкие и высокие пики указывали на малую долю 
аморфного компонента (Рис. 5В).

Поскольку ранее было обнаружено, что КФБ не 
содержат липидов, углеводов и нуклеиновых кислот 
(неопубликованные данные), из всех классовбио-
логических макромолекул сравнительный анализ 
был проведен лишь по отношению к белкам, целый 
ряд которых характерен для КФБ [1, 2, 13, 14]. Из-
вестно, что сывороточные белки КФБ играют про-
тективную роль, делая данные наночастицы менее 
токсичными в сравнении с кристаллами чистого ги-
дроксиапатита [15]. Электрофорез в агарозном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия с последу-
ющим окрашиванием нитратом серебра показал,
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Рисунок 4. Анализ распределения 
размерности и поверхностного за-
ряда СКФБ и КФБ на анализаторе 
наночастиц Zetasizer Nano ZS
Примечание: СКФБ – сферический 
кальций-фосфатный бион; ИКФБ 
– игольчатый кальций-фосфатный 
бион.
Figure 4. Particle-size distribution and 
surface charge of spherical calcium 
phosphate bions (SCPB) and needle-
shaped calcium phosphate bions (NCPB)
Note: spherical calcium phosphate 
bions (SCPB) and needle-shaped 
calcium phosphate bions (NCPB).

Рисунок 5. Анализ минерального профиля сферических кальций-фосфатных бионов 
(СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных бионов (ИКФБ)
Примечание: СКФБ – сферический кальций-фосфатный бион; ИКФБ – игольчатый 
кальций-фосфатный бион.
Figure 5. Mineral profiling of spherical calcium phosphate bions (SCPB) and needle-shaped calcium 
phosphate bions (NCPB)
Note: spherical calcium phosphate bions (SCPB) and needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB).
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что белковый профиль СКФБ и ИКФБ был схож и ха-
рактеризовался присутствием белков с одинаковыми 
молекулярными массами, при этом среди всех белков 
как в СКФБ, так и в ИКФБ значительно преобладали 
фетуин-А (48,4 кДа) и альбумин (66,5 КДа) (Рис. 6), 
что согласуется с результатами более ранних работ, 
которые продемонстрировали, что эти два белка яв-
ляются наиболее характерными для КФБ [1, 13, 14]. 
Таким образом, можно сделать вывод, что СКФБ и 
ИКФБ обладают сходным белковым профилем.

Обсуждение
Токсичность наночастиц является многофактор-

ным феноменом и определяется их размерностью, 
формой, степенью кристалличности, зарядом и пло-
щадью поверхности, а также минеральным и орга-
ническим составом [16–18]. Надлежащая оценка 
указанных свойств требует применения широкого 
спектра методов визуализации и химического мате-
риаловедения, включая электронную и атомно-си-
ловую микроскопию, динамическое и электрофоре-
тическое рассеяние света, методы анализа химиче-
ских элементов и образуемых ими функциональных 
групп и соединений, аналитический электрофорез и 
хромато-масс-спектрометрию [16–18]. К особенно-
стям анализа эндогенных минерало-органических 
наночастиц (бионов) можно отнести необходимость 
использования электронной и атомно-силовой ми-
кроскопии высокого разрешения, а также важность 
оценки органического профиля, поскольку бионы 
адсорбируют биополимеры из той биологической 
жидкости, в которой находятся [1, 14, 19, 20].

Возможность формирования сферических и 
игольчатых КФБ была показана ранее в эксперимен-
тах Тайваньской группы, в которых снижение кон-
центрации сыворотки крови до <3% в сочетании с 
перенасыщением раствора ионами кальция и фос-
фора приводило к формированию игольчатых КФБ 
вместо сферических, что, по-видимому, связано с 
недостаточным количеством белков-ингибиторов 

эктопической кальцификации (фетуина-А, альбуми-
на и остеонектина) для адекватной стабилизации мо-
лекул фосфата кальция [11]. Таким образом, можно 
предположить, что форма КФБ зависит от выражен-
ности перенасыщения биологических жидкостей (в 
частности, крови) ионами кальция и фосфора, что 
потенциально может влиять на их токсичность. При 
этом не отмечается предпосылок к изменению иных 
свойств КФБ (кроме площади их поверхности, опре-
деляемой формой наночастиц) при измененении 
соотношения белков-ингибиторов кальцификации 
и ионов кальция и фосфора, что позволяет использо-
вать их как близкие к идеальным группы сравнения 
для оценки токсичности сферических и игольчатых 
наночастиц фосфата кальция. Однако данная гипо-
теза нуждается в экспериментальной проверке.

Проведенный в данной работе анализ позволил 
установить, что СКФБ и ИКФБ представляют собой 
частицы с разбросом диаметров 80–200 нм и средним 
диаметром около 120 нм, склонные к кластеризации 
(дзета-потенциал от -19 до -24 мВ), что было под-
тверждено методом динамического рассеяния света 
(кластеры диаметром до 1000 нм). Степень кристал-
личности СКФБ и ИКФБ также была схожей, при 
этом оба типа бионов характеризовались малой долей 
аморфного компонента. По минеральному составу 
СКФБ и ИКФБ представляли собой смесь гидроксиа-
патита и карбонат-гидроксиапатита, что было напря-
мую продемонстрировано при помощи рентгеновской 
порошковой дифрактометрии и косвенно подтверж-
дено наличием соответствующих функциональных 
групп и химических элементов. Из органических ма-
кромолекул СКФБ и ИКФБ содержали лишь белки и 
обладали сходным белковым профилем.

Говоря о полноте проведенного анализа, стоит 
отметить, что степень кристалличности может опре-
деляться как во всем образце одновременно (как в 
случае с рентгеновской порошковой дифрактоме-
трией), так и для каждой отдельной наночастицы 
или их кластера (оценка дифракционной решетки 
при просвечивающей электронной микроскопии). 
Однако оценка дифракционной решетки на репре-
зентативной выборке частиц в образце достаточно 
трудоемка, и, кроме того, характер решетки в разных 
наночастицах в пределах одного и того же образца 
может существенно различаться, что еще более за-
трудняет количественный анализ. Поэтому в этом 
исследовании для сравнительного анализа кристал-
личности бионов нами была выбрана именно рент-
геновская порошковая дифрактометрия. По анало-
гичному принципу динамическое рассеяние света-
была предпочтено анализу изображений электрон-
ной или атомно-силовой микроскопии для количе-
ственной оценки размерности КФБ. В свою очередь, 
надежность результатов анализа минерального со-
става подтверждается комплексным подходом к его 
оценке (три метода элементного анализа, два метода

Рисунок 6. Анализ ор-
ганического (белкового) 
профиля сферических 
кальций-фосфатных био-
нов (СКФБ) и игольчатых 
кальций-фосфатных био-
нов (ИКФБ)
Примечание: СКФБ – 
сферический кальций-
фосфатный бион; ИКФБ 
– игольчатый кальций-
фосфатный бион.
Figure 6. Organic (protein) 
profiling of spherical calcium 
phosphate bions (SCPB) 
and needle-shaped calcium 
phosphate bions (NCPB)
Note: spherical calcium 
phosphate bions (SCPB) 
and needle-shaped calcium 
phosphate bions (NCPB).
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определения функциональных групп и рентгенов-
ская порошковая дифрактометрия как золотой стан-
дарт), а адекватность анализа органического состава 
– сочетанием простого, но в то же время достаточно 
мощного метода для анализа белков (электрофорез в 
полиакриламидном геле с последующим окрашива-
нием нитратом серебра) и высокопроизводительно-
го метода для анализа липидов, убедительно пока-
зывающего их отсутствие в составе бионов (газовая 
хромато-масс-спектрометрия). 

Заключение
СКФБ и ИКФБ имеют идентичные размерность, 

поверхностный заряд, степень кристалличности, 
минеральный и органический профиль и разли-
чаются лишь формой (сферической для СКФБ и 
игольчатой для ИКФБ), что позволяет адекватно 
сравнивать эндотелиотоксичность двух данных 
групп бионов в экспериментах на клеточных лини-
ях и лабораторных животных. 
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