
МЕЖДУНАРОДНЫЙ ЖУРНАЛ ПРИКЛАДНЫХ  
И ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ    № 9,   2015

655 МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ 
УДК 612.181-089:611.1

БАКТЕРИАЛЬНАЯ МИНЕРАЛИЗАЦИЯ 
КЛАПАНОВ СЕРДЦА ЧЕЛОВЕКА

1Ларионов П.М., 2Титов А.Т., 3Зайковский В.И.
1 ФГБУ Новосибирский научно-исследовательский травматологии и ортопедии им. Я.Л. Цивьяна, 

Минздрава России, Новосибирск, e-mail: ptrl@mail.ru 
2 Объединенный институт геологии минералогии Сибирского отделения

Российской Академии наук, Россия, Новосибирск 
3 Институт катализа им. Г.К. Борескова СО РАН, Россия, Новосибирск

С помощью трансмиссионной и сканирующей электронной микроскороскопии, рентгенспектрального 
анализа, была изучена морфология, структура, химический состав кальцифицированных нативных сердеч-
ных клапанов и биопротезов, инфицированных Staphylococcus aureus. Для последующей детализации, были 
выполнены эксперименты по изучению сорбционных свойств минералов полученных при отжиге кальци-
фицированных сердечных клапанов, так же проведены модельные эксперименты с культурой Staphylococcus 
aureus в которых ионный состав (Ca, P, Mg, NaCl) и концентрация этих элементов, соответствовала плазме 
крови человека. Показана возможность Staphylococcus aureus, активировать кальций фосфатную минерали-
зацию в организме человека (клапанах сердца).   
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Structure, morphology and chemical composition in calcified heart valves and their bioprostheses infected 
by bacteria Staphylococcus aureus were studied by means of high-resolution scanning and transmission electron 
microscopy along with X-ray analysis. In addition for more details we carried out experiments with calcium 
phosphate mineralization of bacteria under the conditions modeling the state of blood plasma with respect to major 
elements (Ca, P, Mg, NaCl) and studied the sorption properties of hydroxyapatite from valves with respect to 
bacteria. The ability of Staphylococcus aureus bacteria to activate calcium phosphate mineralization in the blood 
plasma of patients (heart valves) was revealed.
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Введение

Еще в прошлом столетии определен-
ное распространение получили представ-
ления об исключительно важной роли бак-
терий в формировании фосфатов кальция. 
Однако многочисленные литературные дан-
ные о минерализации бактерий базируют-
ся в основном на геологическом и экспери-
ментальном материале, полученном при из-
учении природных фосфоритов [5, 6]. При 
этом основным аргументом доказательства 
бактериальной деятельности в минерализа-
ционном процессе является морфология ча-
стиц. Внедрение электронной микроскопии 
в практику исследований привело к много-
кратному увеличению таких сообщений и 
часто сопровождалось предположениями 
о бактериальной природе фосфоритов [3]. 
Тем не менее, более детальное изучение с 
использованием просвечивающей электрон-
ной микроскопии высокого разрешения по-
зволило нам установить, что они имеют со-
всем иную природу [9]. Следует отметить, 

что в медицинской литературе рассматрива-
ется лишь опосредованная роль бактерий в 
формировании кальций фосфатных образо-
ваний на клапанах сердца, более того, неко-
торыми исследователями исходная минера-
лизация клапанов рассматривается в каче-
стве «мишени» для последующей микроб-
ной адгезии [2]. Особенный тропизм бакте-
рий к минеральным образованиям организ-
ма человека, послужил поводом для созда-
ния костнопластических материалов с анти-
бактериальными свойствами [1]. Настоящая 
работа посвящена изучению минерализа-
ции непосредственно кокковых бактерий на 
клапанах сердца на примере Staphylococcus 
aureus часто инфицирующих организм че-
ловека при септических состояниях и тран-
зиторных бактериемиях.   Для этого были 
проведены структурно-химические иссле-
дования кальцинозных образований на кла-
панах сердца и их биопротезах. Также про-
ведены модельные эксперименты, объясня-
ющие высокую сорбционную способность 
гидроксилапатита по отношению к бактери-
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ям. На основании этих экспериментальных 
данных и фактического материала по ми-
нерализованным сердечным клапанам и их 
биопротезам сделан вывод о возможности 
минерализации бактерий в плазме крови.

Цель исследования
Оценить участие бактерий в формирова-

нии фосфатов кальция при минерализации 
клапанов сердца и их протезов и в условиях 
моделирования ионного состава плазмы, а так 
же сорбционные свойства фосфатов кальция 
минерализованных клапанов сердца. 

Материалы и методы исследования  
Локальные методы структурного и химическо-

го анализа были использованы в работе: просвечи-
вающая электронная микроскопия с высоким разре-
шением (ЭМВР), электронная дифракция, сканиру-
ющая электронная микроскопия (SEM) и рентгенов-
ский спектральный микроанализ с энергетической 
дисперсией (ЕDХ). Применялись следующие ин-
струменты: просвечивающий электронный микро-
скоп JEM2010 (ускоряющее напряжение 200 кВ, раз-
решение 1,4 Å), оснащенный ЕDХ  ЕDАХ (разреше-

ние 130eV) и сканирующий электронный микроскоп 
LЕО1430VР, оснащенный ЕDХ ОXFORD (разреше-
ние 128eV) с программным обеспечением для эле-
ментного анализа INKA ENERGY. Обработка полу-
ченных электронно-микроскопических изображе-
ний проводилась с использованием программы Gatan 
DigitalMicrograph.

Объекты минерализации: В настоящей работе мы 
использовали интраоперационный материал: минера-
лизованные аортальные и митральные клапаны серд-
ца и их биопротезы (pig) септического генеза. При-
родные клапана сердца были взяты от пациентов при-
обретенными пороками, минерализованные биопро-
тезы при повторных операциях, направленных на за-
мену клапана. Предварительно проводился макроско-
пический и гистологический анализ всех исследуе-
мых клапанов сердца.

В настоящей работе было использовано около 
50 образцов клапанов сердца и их биопротезов. По 
данным SEM кальцинозные включения в природ-
ных клапанах и биопротезах содержат округлые ча-
стицы величиной 1-5 мкм. Однако после детального 
просмотра в SEM были отобраны 5 образцов, в кото-
рых значительная часть частиц сферической формы 
имели   размер близкий к величине кокковых бакте-
рий Staphylococcus aureus инфицирующих в организ-
ме человека (Рис. 1).  

Рис. 1. Частицы фосфата кальция похожие на бактерий на диатомовой водоросли из 
современных океанических фосфоритов

Минеральная часть этих включений была разде-
лена на две части. Одна часть исследовалась на про-
свечивающем электронном микроскопе. Другая была 
помещена в эпоксидную смолу и отполирована для 
получения cross-section этих частиц. В исследовании 
особенностей минерализации бактериальных культур 
был использован штамм Staphylococcus aureus из кол-
лекции Института имени Гаммалеи Российской Ака-
демии Медицинских наук.

Условия эксперимента сорбции бактерий ги-
дроксилапатитом: В эксперименте по сорбции бакте-
рий использовался гидроксилапатит, который предва-

рительно был выделен из кальцификатов сердечных 
клапанов, подвергшихся массивной минерализации. 
Процедура отделения гидроксилапатита от органиче-
ской части клапанов включала следующие действия. 
Первоначально кальцификаты были механически от-
делены от органической части клапанов и помещены 
в пробирки с дистиллированной водой. Затем произ-
водилась их диспергация на ультразвуковом диспер-
гаторе УЗДН-2 с частотой 22 кГц в течение 10 минут. 
После кратковременного осаждения крупных частиц 
из раствора оставшаяся часть раствора сливалась в 
пробирки. После этого осадок мелкодисперсных ча-
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стиц HAP был отожжен в муфельной печи на воздухе 
при температуре 600ºС в течение 1 часа. 

На нейлоновой вате были сформированы колон-
ки для сорбции в инсулиновых шприцах, где в ка-
честве сорбента использовался гидроксилапатит и в 
качестве контроля углерод – минеральный сорбент 
СУМС-1, использующийся в настоящее время в кли-
нической практике. Одинаковые объемные соотноше-
ния гидроксилапатита и сорбента были использованы 
в первой серии эксперимента и в соотношении 1:2 во 
второй серии. Бактериальные культуры в разведении 
1 × 105 бактериальных тел пропускались через эти ко-
лонки. Это количество бактерий соответствует пику 
определяемых бактериальных тел в гемокультуре ве-
нозной крови при транзиторной бактериемии. Бакте-
риологический контроль проводился на стандартных 
средах.

Условия эксперимента минерализации 
бактерий Staphylococcus aureus

В экспериментальных культурах форми-
ровалась среда с исходным уровнем ионов 
Са2+ = 1.33мМ, Р5+ = 1.5мМ, Mg2+ = 0.8мМ и 
Na+Cl- = 0.15М при температуре 37ºС с экспо-
зицией 4 суток. В чашку Петри с раствором по-
мещалась микробная культура Staphylococcus 
aureus на твердом агаре. Водный раствор с та-
кой концентрацией ионов Са, Р, Mg, NaCl и рН 
=7.4 был получен нами при моделировании 
ионного состава крови здорового взрослого 
человека. В этих условиях не происходит об-
разования фосфатов кальция в даже по истече-
нии нескольких лет о чем можно судить по от-
сутствию в водном растворе какого-либо осад-
ка. Контролем служила аналогичная микроб-
ная культура, но выращенная с использовани-
ем стандартной среды. После экспозиции вы-
полнялась подготовка для наблюдения в SEM, 
которая включала обезвоживание, сушку, мон-
тирование и покрытие углеродом.  

Результат
Наблюдение в SEM минерализован-

ных сердечных клапанов показало неко-

торые особенности бактериальной коло-
низации абсцессов: их зональный рост 
и формирование многоуровневых коло-
ний. Кроме того наблюдается формирова-
ние ассоциаций из кокковой и палочковой 
флоры или отдельно только из палочковой 
и только кокковой флоры.Характерно, что 
кокковая флора предпочтительно ориен-
тирована на минеральную часть клапанов 
при зональном и колониальном росте, в 
то время как палочковая чаще ориентиро-
вана на органические составляющие аб-
сцесса. Наблюдения также показали, что 
эндотелиальный слой в участках абсцес-
са не является постоянным. В отдельных 
участках абцессов заметно выражен поли-
морфизм эндотелия, часть которого име-
ет тенденцию к набуханию. В некоторых 
случаях можно было наблюдать резуль-
тат заселения минеральной составляю-
щей форменными элементами (эритроци-
ты) и белками плазмы крови, что свиде-
тельствует о прижизненном контакте ми-
неральной составляющей с кровью.

Исследование морфологических особен-
ностей минеральной части клапанов сердца 
показало, что включения HAP в их перифе-
рийных областях представлены округлыми ча-
стицами по величине аналогичными или пре-
вышающими  размер инфицирующих в орга-
низме кокковых бактерий (1-5 микрон). В ото-
бранных для исследования минерализованных 
клапанах сердца их размер был близок к разме-
ру естественных бактерий (Рис.2а). Наблюде-
ния в SEM поперечного сечения кальций фос-
фатных включений  в режиме обратно рассеян-
ных электронов показали, что некоторые окру-
глые частицы в центральной части представ-
лены органическим компонентом (Fig.2б). На 
рис.2б. видны контуры минерализованных с 
поверхности бактерий Золотистого стафило-
кокка отличающиеся по размеру.

                    

Рис. 2. Электронно-микроскопические изображения минерализованных бактерий Staphylococcus 
aureus на биологическом протезе сердечного клапана: а – SEM морфология поверхности бактерий 

во вторичных электронах; б – cross-section кальцификата аналогичного  области – а,  
SEM снимок в обратно-рассеянных электронах
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Такое различие получается как резуль-

тат полировки округлых частиц, располо-
женных на разных уровнях кальцифика-
та. На рис.1b также можно видеть, что мно-
гие бактерии минерализованы и во внутрен-
ней центральной части. Здесь остается со-
мнение, что это является результатом конта-
минации при полировке образца. Однако в 
таком случае должна наблюдаться и конта-

минация полировочной пастой, что не под-
тверждается EDX анализом таких участков.

Согласно данным ПЭМ, образцы кальци-
фикатов биопротезов представлены в основном 
HAP нанокристаллами игольчатой формы около 
150 нм длиной и 5 нм шириной (рис.3). Несколь-
ко слоев одинаковых по размеру нанокристаллов 
HAP игольчатой формы расположены на волок-
нах коллагена и ориентированы вдоль волокон. 

                 

Рис. 3. TEM изображение кальцификата на биопротезе сердечного клапана.  
Нанокристаллы гидроксилапатита на волокнах коллагена (слева) и предположительно 

во внутренней области бактериальной клетки (справа)

Другая неорганическая часть кальцифи-
ката состоит из совокупности произволь-
но ориентированных HAP нанокристаллов 
аналогичных по структуре и морфологии 
с кристаллами первой серии. Эти частицы 
достигают от 300 до 500 нм даже после уль-
тразвукового диспергирования используе-
мого при подготовке пробы для исследова-
ния ПЭМ. Игольчатая форма HAP нанокри-
сталлов типична для кальцификатов на сер-
дечных клапанах . Их упорядоченное распо-
ложение на волокнах коллагена отличается 
от беспорядочного расположения в осталь-
ной части кальцификата отобранного для 
исследования методом TEM.  Кальций фос-
фатная минерализация активированная бак-
териями   Staphylococcus aureus происхо-
дит преимущественно на внешней оболочке 
бактерий так и внутри бактерий. При этом 
не замечено выделенных направлений для 
нанокристаллов гидроксилапатита по отно-
шению к поверхности бактерий в сравне-
нии с волокнами коллагена.

Проверка сорбционной способности ги-
дроксилапатита, выделенного из минерали-
зованных сердечных клапанов, дала следу-
ющие результаты. В первой серии экспери-
мента после 2-х кратного пропускания че-
рез СУМС-1 было получено: 3.75·104 бак-
териальных тел после первого пропускания 
и 1.23·104 после второго. Во второй серии 
при аналогичных условиях с использовани-

ем сорбента получены близкие результаты. 
При использовании в качестве сорбента ги-
дроксилапатита, селектированного из мине-
рализованных сердечных клапанов, получе-
но почти полное поглощение бактериаль-
ной культуры, хотя во второй серии объем-
ное соотношение HAP и специализирован-
ного сорбента было в два раза меньше.

Результат эксперимента по минерализа-
ции бактерий, следуя медицинской терми-
нологии, также дал положительный резуль-
тат. В эксперименте с бактериальной куль-
турой Staphylococcus aureus было установ-
лено, что уже по истечении четырех суток 
некоторые бактерии могут формировать 
кальциевый фосфат на поверхности отдель-
ных бактерий (Рис. 4). Отношение кальция 
к фосфору по данным EDX наиболее соот-
ветствует гидроксилапатиту.

Обсуждение
По содержанию кальция, фосфора, на-

трия и магния кровь человека и позвоноч-
ных животных может служить в некотором 
приближении аналогом морской воды. Поэ-
тому традиционно новые результаты мине-
ралогии, полученные при решении проблем 
образования природных фосфоритов, ис-
пользуются в медицине. Также эксперимен-
тальные данные, моделирующие образова-
ние костного апатита и патологических фос-
фатов кальция в организме человека, служат 
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экспериментальной базой для разработки 
моделей образования минералов в морских 
условиях [7]. Деградация органического ма-
териала бактериальными ферментами обе-
спечивает главный источник растворенного 
неорганического фосфора в водных толщах 
и артезианских флюидах, где он расходует-
ся как предпочтительное питательное веще-
ство микроорганизмами и растениями и мо-
жет преципитировать как аутогеничный апа-
тит [3]. Однако наше исследование структу-
ры похожих на бактерии частиц гидрокси-
лапатита из современных фосфоритов с ис-
пользованием электронной микроскопии вы-
сокого разрешения не подтвердило их бакте-
риальную природу [9]. В связи с этим следу-
ет отметить, что морфологические  аналогии 
являются необходимым, но недостаточным 
признаком доказательства минерализации 
бактерий. Поэтому наше исследование вли-
яния бактерий на процесс минерализации 
сердечных клапанов имеет комплексный ха-
рактер и основывается также на данных кли-
нических и гистологических исследований. 

Инфекционный эндокардит, поражаю-
щий естественные клапаны сердца или их 
биопротезы, представляет сегодня одну из 
наиболее сложных и острых проблем хи-
рургии приобретенных пороков сердца. За-
мечено что фактор риска при инфекцион-
ном эндокардите возрастает десятикратно 
[4]. Патогенетическая связь кальцификации 
и бактериального эндокардита отмечается и 
авторами работы [2]. 

Многочисленные наблюдения абсцес-
сов сердечных клапанов связанных с ми-

нерализацией дают нам основание предпо-
ложить, что развитие абсцессов клапанов 
сердца на фоне минерализации является за-
кономерным процессом поздних стадий ми-
нерализации [2б]. Наши эксперименталь-
ные данные служат подтверждением тако-
го вывода. 

Характерно, что кальций фосфатная 
минерализация естественных сердечных 
клапанов происходит внутри ткани клапа-
на. В этих условиях гидроксилапатит не 
может взаимодействовать с бактериями в 
связи с их большим размером. При этом 
бактерии не могут проникать и взаимодей-
ствовать с HAP  внутри ткани клапана. Ве-
роятно, для естественных минерализован-
ных сердечных клапанов условия контак-
та с бактериями, находящимися в крови, 
могут возникнуть на поздних стадиях ми-
нерализации. Тогда бактерии Золотисто-
го стафилококка могут контактировать с 
кальцификатом (повреждение эндотелия, 
деградация ткани или прямой выход в кро-
воток). Доказательством наличия контакта 
с кровотоком служат эритроциты, наблю-
даемые в этих образцах. Эксперименталь-
ные результаты показывают аномально вы-
сокую сорбционную способность нано-
кристаллического гидроксилапатита, обра-
зованного при кальцификации сердечных 
клапанов. Сорбция бактерий из кровотока 
на агрегат нанокристаллов гидроксилапа-
тита приводит к многократному увеличе-
нию их концентрации на клапане и соот-
ветственно увеличению их инфекционной 
активности.

.

Рис. 4. Колония Staphylococcus aureus на твердом агаре после 4 дней экспозиции в водном растворе 
с исходным уровнем ионов Са2+ = 1.33мМ, Р5+ = 1.5мМ, Mg2+ = 0.8мМ и Na+Cl- = 0.15М. 

На врезке EDX спектр единичной минерализованной бактерии
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Биологические протезы сердечных кла-

панов еще в большей степени подвержены 
фактору риска повышения инфекционной 
активности бактерий   при сопутствующей 
кальций фосфатной минерализации, потому 
что защитные функции для них менее выра-
жены (отсутствие эндотелия и др.) в срав-
нении с естественными клапанами сердца. 

Эксперимент показал, что бактерии Зо-
лотистого стафилококка способны к соб-
ственной минерализации в плазме крови, 
когда содержание ионизированного каль-
ция, фосфора и магния соответствуют их 
концентрации в крови здорового взросло-
го человека. Кроме того увеличение кон-
центрации ионизированного кальция и/
или фосфора в крови человека в условиях 
некоторых патологий приведет к увеличе-
нию произведения растворимостей, кото-
рое иногда характеризуют произведением 
концентраций Ca×P. Это в свою очередь бу-
дет способствовать увеличению количества 
патологического гидроксилапатита в крови 
пациентов.

Все практикующие врачи знают о вреде 
бактерий Staphylococcus aureus на организм 
человека. Однако способность бактерий ак-
тивировать собственную кальций фосфат-
ную минерализацию в условиях плазмы кро-
ви не была оценена до настоящего времени.

Заключение
Развитие абсцессов клапанов сердца и 

их биопротезов на фоне минерализации яв-
ляется закономерным процессом поздних 
стадий минерализации. Установлена спо-

собность Staphylococcus aureus активиро-
вать кальций фосфатную минерализацию в 
организме человека, что увеличивает фак-
торы риска патогенеза болезней кровенос-
ных сосудов и сердца, особенно осложнен-
ных кальцификацией.
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