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Токсическое действие кальций-
фосфатных бионов на адвентицию 
брюшной аорты крыс
Д. К. Шишкова, Е. А. Великанова, Е. О. Кривкина, А. В. Миронов, Ю. А. Кудрявцева, А. Г. Кутихин 
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Абстракт
Цель исследования: изучить связь токсического действия бионов с развитием воспаления в адвентиции. 
Материал и методы. Токсичность сферических кальций-фосфатных бионов (СКФБ), игольчатых каль-
ций-фосфатных бионов (ИКФБ) и магний-фосфатных бионов (МФБ) на интиму брюшной аорты крыс 
линии Wistar оценивали путем их однократного внутривенного введения после баллонной ангиопластики  
с последующей эксплантацией аорт через пять недель. Биоптаты после стандартной гистологической про-
водки окрашивали гематоксилин-эозином с последующей визуализацией при помощи световой микроскопии. 
Результаты. В отличие от СКФБ и ИКФБ, МФБ не вызывали гипертрофию интимы брюшной аорты 
крыс. Формирование неоинтимы в аорте связано с механическим повреждением эндотелия баллоном и с ток-
сическим действием КФБ. В результате действия этих повреждающих факторов запускается каскад про- 
воспалительных событий как со стороны просвета сосуда, так и с адвентиции, что выражается в увеличении 
количества адвентициальных лимфатических фолликулов. 
Выводы Внутривенное введение КФБ при индуцированном повреждении брюшной аорты вызывало развитие 
гипертрофии интимы и стимулировало образование адвентициальных лимфатических фолликулов, что 
доказывает взаимосвязь между эндотелиотоксическим действием КФБ и повышенной воспалительной реак-
цией адвентиции.
Ключевые слова: атеросклероз, бионы, наночастицы, токсичность, эндотелий, гипертрофия интимы.

Toxicity of calcium phosphate bions for aortic adventitia in rats
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Abstract
Aim: To investigate whether calcium phosphate bions (CPB) induce adventitial inflammation.
Material and Methods. Toxicity of  spherical calcium phosphate bions (CPBS), needle-shaped calcium phosphate 
bions (CPBN), and magnesium phosphate bions (MPB) for aortic intima of  Wistar rats was assessed by intravenous 
administration immediately upon the angioplasty. After 5 weeks, rats were sacrificed, and injured aortic segments were 
then examined utilizing hematoxylin and eosin staining. 
Results. In contrast to CPBS and CPBN, MPB did not provoke intimal hyperplasia. Neointima formation was 
induced by both mechanical injury and endothelial toxicity of  CPB. This also triggered adventitial inflammation as 
demonstrated by an increased count of  lymphoid-like follicles. 
Conclusion. Intravenous administration of  CPB after the balloon injury caused intimal hyperplasia of  rat abdominal 
aortas and stimulated the formation of  adventitial lymphoid-like follicles. This points on the association between CPB 
endothelial toxicity and adventitial inflammation.
Keywords: o: atherosclerosis, bions, nanoparticles, toxicity, endothelium, intimal hyperplasia.
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Введение

Из эпидемиологических исследований известно, 
что ишемическая болезнь сердца, острое наруше-
ние мозгового кровообращения по ишемическому 
типу и заболевания периферических артерий, 
являющиеся клиническими проявлениями ате-
росклероза, ассоциированы с перенасыщением 
крови ионами кальция и фосфора [1–5]. В качестве 
одного из механизмов поддержания минерального 
баланса крови выступает образование кальций-
фосфатных бионов (КФБ) – сферических частиц 
губчатой структуры диаметром  ≤ 500 нм, состоящих 
из гидроксиапатита, карбонат-гидроксиапатита  
и ряда белков, включая ключевые ингибиторы 
кальцификации – альбумин и фетуин-А. В то же 
время, защищая организм от массивной эктопи-
ческой кальцификации, КФБ, тем не менее, по-
вреждают здоровый эндотелий, запускают процесс 
апоптоза по внутреннему пути, индуцируют секре-
цию провоспалительных цитокинов и развитие 
гипертрофии интимы брюшной аорты крыс [6–8]. 
КФБ были выделены из 75% атеросклеротических 
бляшек крупных артерий человека [6, 9] и могут 
быть синтезированы искусственно для экспери-
ментального моделирования атеросклероза. Ранее  
в эксперименте было показано, что при умеренном 
перенасыщении сывороточной среды ионами 
кальция и фосфора образуются КФБ сферической 
формы (СКФБ), а при сильном перенасыщении – 
КФБ игольчатой формы (ИКФБ) [10].

Однако неясно, специфично ли эндотелио-
токсическое действие только для КФБ, или же 
подобный эффект может оказать любой тип на-
ночастиц, обладающих корпускулярной природой. 
Для ответа на данный вопрос нашей группой были 
искусственно синтезированы магний-фосфатные 
бионы (МФБ), идентичные КФБ по размерности, 
форме и органическому составу, однако имеющие 
другой минеральный состав (магния фосфат гидрат 
вместо гидроксиапатита и карбонат-гидроксиа-
патита). Важно отметить, что МФБ не образуются  
в организме человека, поскольку их формирование 
в организме требует превышения физиологической 
концентрации ионов магния в 10–20 раз, что несо-
вместимо с жизнью [9]. Поэтому было предположе-
но, что МФБ подходят для оценки специфичности 
токсического действия КФБ в эксперименте.

При повреждении стенки сосуда со стороны 
просвета различными агентами первичный клеточ-
ный ответ поступает, в том числе, со стороны ад-
вентиции [11]. В результате воздействия различных 
провоспалительных молекул [12], поступающих из 
системного кровотока посредством парацеллюляр-
ного транспорта к vasa vasorum и лимфатическим 
сосудам адвентиции [12, 13], осуществляется акти-
вация адвентициальных фибробластов с формиро-
ванием синтетически активных миофибробластов, 
пролиферация миофибробластов и их миграция 
из адвентиции в сторону просвета сосуда [14, 15], 

а также увеличивается количество макрофагов, лим-
фоцитов [16, 17] и vasa vasorum (система сосудов, 
ответственная за кровоснабжение стенки основного 
сосуда) [18], что в конечном счете ведет к образова-
нию неоинтимы. Также стоит отметить, что большое 
скопление лимфоцитов в адвентиции при воспале-
нии вызывает образование лимфатических фоллику-
лов [11]. Увеличение количества vasa vasorum влечет 
за собой повышенную секрецию эндотелиальными 
клетками провоспалительных цитокинов и молекул 
клеточной адгезии, способствующих прикреплению 
моноцитов к эндотелию и их миграции в интиму  
с последующей дифференцировкой в макрофаги  
и образованием пенистых клеток [11]. 

Целью данного исследования было изучить 
связь токсического действия бионов с развитием 
воспаления в адвентиции. 

Материал и методы

СКФБ синтезированы путем последовательного 
добавления 9,9 мкл 0,5М CaCl2 (Sigma-Aldrich)  
и 21,5 мкл 0,2М Na2HPO4 в 1319 мкл среды DMEM, 
содержащей 150 мкл (10% от общего объема)  
фетальной телячьей сыворотки. ИКФБ синтезиро-
ваны при помощи последовательного добавления 
16,5 мкл 0,5М CaCl2 и 37,5 мкл 0,2М Na2HPO4  
в 936 мкл среды DMEM, содержащей 10 мкл (1% 
от общего объема) фетальной телячьей сыворотки. 
МФБ синтезированы при помощи последовательно-
го добавления 100 мкл 0,2М MgCl2 (Sigma-Aldrich) 
и 100 мкл 0,2М Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) в 700 мкл 
среды Игла, модифицированной по Дульбекко 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM, Gibco), 
содержащей 100 мкл (10% от общего объема) 
фетальной телячьей сыворотки (fetal calf serum, 
Gibco). Контроль pH осуществляли путем предва-
рительного добавления 5 мл буфера HEPES (N-2-
гидроксиэтилпиперазин-N-2-этансульфокислота, 
N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid, 
Gibco) к 495 мл культуральной среды DMEM (фи-
нальная концентрация HEPES-буфера в среде – 1%). 

После кратковременного перемешивания на 
вортексе пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf)  
с реагентами для синтеза бионов инкубировали при 
+37 °С, 5% CO2 и 90% влажности (MCO-18AIC, 
Sanyo) в течение 24 часов с дальнейшим центри-
фугированием при 200,000 x g и 4 °С в течение  
1 часа (Optima MAX-XP, Beckman Coulter). С це-
лью получения рабочей суспензии для инъекции  
в хвостовую вену крыс осадок СКФБ растворяли  
в 300 мкл, осадок ИКФБ – в 1500 мкл, а осадок 
МФБ – в 500 мкл 0,9% раствора NaCl, что позво-
ляло достичь мутности суспензии в 0,5 стандарта 
МакФарланда (МкФ), эквивалентной оптической 
плотности на длине волны 650 нм 0,08–0,10. 
Данные значения соответствуют минимально из-
меримой и патофизиологически релевантной кон-
центрации бионов в растворе. Все вышеуказанные 
процедуры проводились в стерильных условиях. 

Эксперименты проводили на самцах крыс линии 
Wistar (n=40) весом 200-300 г, используя модель 
ангиопластики брюшной аорты баллоном для 
коронарной ангиопластики [19]. После введения  
в анестезию 3% изофлураном, все животные полу-
чали ингаляционную анестезию 2% изофлураном 
в течение всего времени операции. Животное фик-
сировали в положении лежа на спине, состригали 
с поверхности брюшной стенки шерсть и обраба-
тывали операционное поле 70% этанолом. Затем 
выполняли полную срединную лапаротомию. После 
изолирования полости брюшины салфетками, петли 
кишечника отводили вправо и заворачивали в пред-
варительно увлажненную и согретую салфетку. Вдоль 
корня брыжейки вскрывали задний листок брюши-
ны и выделяли аорту от уровня почечных артерий до 
бифуркации. На аорту дистальнее почечных артерий 
и на уровне бифуркации аорты накладывали два 
сосудистых зажима типа «бульдог». При этом одно-
временно пережимали аорту и нижнюю полую вену. 
На 3 мм проксимальнее бифуркации аорты аорту 
пунктировали в проксимальном направлении иглой 
21G и в просвет сосуда заводили баллон для коро-
нарной баллонной ангиопластики. Затем проводили 
ангиопластику давлением инфляции 6 атм в течении 
30 с. После этого баллон извлекали, просвет аорты 
промывали 0,9% NaCl, накладывали П-образный 
шов (Prolene 8–0). Место повреждения эндотелия 
после проведения ангиопластики находилось на  
4 мм проксимальнее П-образного шва. Петли ки-
шечника укладывали в брюшную полость, переднюю 
брюшную стенку послойно ушивали непрерывным 
обвивным швом (Лавсан 4–0). Непосредственно 
перед ушиванием брюшную полость заполняли 
подогретым до 37 °С 0,9% NaCl. Для изучения 
токсического действия бионов на интиму аорты 
крыс суспензию СКФБ, ИКФБ или МФБ (900 мкл,  
0,5 МкФ) или такой же объем стерильного 0,9% 
NaCl однократно вводили в хвостовую вену (по 
10 животных на группу). Все процедуры прово-
дились в стерильных условиях. После операции 
животных помещали в клетку на теплую под-
стилку. Осмотр крыс проводился ежедневно. 
Все процедуры осуществлялись в соответствии  
с руководством по уходу и использованию лабо-
раторных животных [20].

Вывод животных из эксперимента после опера-
тивного вмешательства проходил через пять недель 
с последующей эксплантацией поврежденного 
участка брюшной аорты, который фиксировали  
в 10% нейтральном забуференном формалине  
в течение 24 ч при 4 °C с последующей заливкой  
в парафин. Для изучения эксплантированных 
аорт делали циркулярные срезы толщиной 8 мкм  
(12 серийных срезов, равномерно распределен-
ных по всей длине соответствующего сегмента 
аорты, на стекло) и окрашивали гематоксилин-эо-
зином с последующей визуализацией при помощи 
световой микроскопии (AxioImager.A1, Carl Zeiss). 
Оценивали наличие или отсутствие гипертрофии 

интимы, а также соотношение количества и общей 
площади лимфатических фолликулов между груп- 
пами в программе ImageJ (National Institutes of 
Health). 

Статистическую обработку полученных данных 
выполняли при помощи программы GraphPad 
Prism 6 (GraphPad Software). Межгрупповое срав-
нение проводили посредством однофакторного 
дисперсионного анализа, в случае выявления ста-
тистически значимых различий между группами 
осуществляли последующее попарное сравнение 
групп с использованием критерия Тьюки. Различия 
между группами признавали статистически значи-
мыми при вероятности отвергнуть верную нулевую 
гипотезу р ≤ 0,05.

Результаты

Через пять недель после введения бионов в хво-
стовую вену крыс, в предварительно поврежденных 
баллоном участках брюшных аорт, при окрашивании 
гематоксилин-эозином визуализировалась гипер-
трофия интимы в группах крыс, которым вводили 
СКФБ и ИКФБ. Именно в этих двух группах было 
идентифицированно большое количество лим- 
фатических фолликулов, расположенных в адвен-
тиции вдоль брюшной аорты. Экспозиция МФБ 
не оказала значимого токсического действия на 
брюшную аорту крыс, о чем свидетельствует от-
сутствие выраженного ремоделирования сосуда,  
а также сопоставимое с контрольной группой (0,9% 
NaCl) количество лимфатических фолликулов (рис. 1).

Выявлено, что экспозиция СКФБ и ИКФБ вы-
зывает повышенную воспалительную реакцию  
в адвентиции посредством образования большего 
количества лимфатических фолликулов, причем 
их общая площадь существенно выше в сравнении  
с таковой в аортах, экспонированных МФБ или 
0,9% раствору NaCl. В то же время количество 
и общая площадь лимфатических фолликулов 
адвентиции при экспозиции МФБ статистически 
значимо не отличались от контрольной группы, что 
свидетельствовало об отсутствии выраженного вос-
паления адвентиции (рис. 2).

Обнаружено, что при наличии гипертрофии 
интимы количество и площадь лимфатических фол-
ликулов в адвентиции увеличивается независимо  
от типа бионов (рис. 3).

Обсуждение

Наблюдения ряда авторов указывают на то, что 
КФБ оказывают как цитотоксическое [6, 21, 22], 
так и эндотелиотоксическое действие [6], однако 
природа их токсического действия остается не-
известной: неясно, специфично оно только для 
данного типа бионов или же для всех типов кор-
пускулярных наночастиц. Ответ на данный вопрос 
позволит улучшить понимание механизмов триг-
герной роли КФБ в развитии атеросклероза, что  
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в свою очередь может поспособствовать раз-
работке новых средств антикальцифицирующей 
терапии, которая может быть применена в про-
филактике и лечении этой патологии [23, 24]. Для 
оценки специфичности эндотелиотоксического 
действия КФБ в качестве группы сравнения были 
искусственно синтезированы МФБ, имеющие 
аналогичные форму, диаметр, элементный состав 
(за исключением наличия магния и кратно более 
низкого содержания кальция), функциональные 
группы и органический состав, однако характеризу-
ющиеся другой химической формулой соединения 
(магния фосфат гидрат вместо гидроксиапатита  
и карбонат-гидроксиапатита).

Целостность и функциональная активность 
эндотелия играют ключевую роль в его устойчи-
вости к атерогенезу [7, 8, 25, 26]. Существуют два 
основных механизма возникновения гипертрофии 
интимы. Первый механизм предполагает, что фак-
торы сердечно-сосудистого риска инициируют по-
вреждение эндотелия и каскад провоспалительных 
событий, что приводит к инфильтрации интимы 
моноцитами, впоследствии дифференцирующи-
мися в макрофаги, которые поглощают окисленные 
липопротеины низкой плотности, образуя пени-
стые клетки [7, 8, 25, 26]. В дальнейшем происхо-
дит деградация базальной мембраны вследствие 
действия матриксдеградирующих ферментов; по-
врежденный эндотелий и макрофаги синтезируют 
множество хемокинов и факторов роста, которые 
индуцируют миграцию гладкомышечных клеток из 
медии и фибробластов из адвентиции в интиму  
с их дальнейшей пролиферацией и постепенным 
переходом на синтетический фенотип, сопрово-
ждающийся активным синтезом ими белков экс-
трацеллюлярного матрикса, что в конечном счете 
приводит к образованию неоинтимы [8, 26, 27].  
По второму механизму воспаление сосуда на-
чинается с адвентиции и постепенно переходит на 

медию и интиму. В пользу второго механизма сви-
детельствует значительное количество макрофагов 
и лимфоцитов, локализованных в адвентиции 
[28]. В ряде экспериментальных исследований 
стимулирование ангиогенными факторами при-
водило к разветвлению и истончению vasa vasorum 
по типу опухолевой микрососудистой сети и, соот-
ветственно, к формированию неоинтимы даже при 
отсутствии механического повреждения эндотелия; 
при этом ингибирование синтеза факторов роста 
приводило к нормализации микрососудистой сети 
[29, 30]. Увеличение количества vasa vasorum ад-
вентиции обеспечивает эндотелиальный субстрат 
для эндотелиально-мезенхимального перехода. 
Благодаря этому процессу происходит миграция  
и накопление гладкомышечных клеток, что приво-
дит к отложению экстрацеллюлярного матрикса, 
а также накоплению лейкоцитов и тромбоцитов 
из-за экспрессии различных молекул адгезии.

Визуализируемые в нашем эксперименте лим-
фатические фолликулы, расположенные в адвен-
тиции, выступают в качестве депо лимфоцитов, 
ответственных за воспалительный ответ. Единичное 
присутствие лимфатических фолликулов в адвенти-
ции крыс, которым внутривенно вводили 0,9% рас-
твор NaCl и МФБ, можно объяснить механическим 
повреждением эндотелия в процессе баллонной 
ангиопластики. В то же время в адвентиции крыс, 
брюшные аорты которых экспонировались СКФБ  
и ИКФБ, визуализировались выраженные скопле- 
ния лимфатических фолликулов. Заметно достовер-
ное увеличение общей площади самих фолликулов 
в этих группах, что, вероятнее всего, связано с до-
полнительным к механическому повреждению ток-
сическим действием КФБ на сосуд. Так например, 
при баллонной ангиопластике коронарных артерий 
свиней было показано, что именно адвентиция  
является основным местом для развития острого 
воспаления после механического повреждения 

Рис. 1.	Гистологический препарат брюшных аорт крыс, окрашенный гематоксилин-эозином, 
репрезентативные снимки (увеличение x50, вставки в правом верхнем углу – x200)

Рис. 3.	Анализ количества и общей площади лимфатических фолликулов в адвентиции сосудов с интактной 
интимой и гипертрофией интимы независимо от типа бионов

Рис. 2.	Анализ количества и общей площади лимфатических фолликулов в адвентиции в зависимости  
от типа бионов

Примечание: a) 0,9% NaCl – физиологический раствор, b) МФБ – магний-фосфатные бионы, c) СКФБ – сферические 
кальций-фосфатные бионы, d) ИКФБ – игольчатые кальций-фосфатные бионы.

Примечание: NaCl – 0,9% раствор NaCl, МФБ - магний-фосфатные бионы, СКФБ – сферические кальций-фосфатные 
бионы, ИКФБ – игольчатые кальций-фосфатные бионы.
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сосуда [31]. В клинической практике, у пациентов 
с тяжелым коронарным атеросклерозом, вос-
палительная клеточная инфильтрация начинается 
с адвентиции и постепенно переходит на гипер-
трофированный участок интимы с параллельным 
формированием адвентициальных лимфатиче-
ских фолликулов, содержащих плазматические 
клетки [32].

Выводы

Внутривенное введение СКФБ и ИКФБ при 
индуцированном повреждении брюшной аорты 
вызывает развитие гипертрофии интимы и ассо-
циированную с ней выраженную воспалительную 
реакцию адвентиции (формирование лимфати-
ческих фолликулов), что сопровождает развитие 
атеросклероза. В то же время внутривенное вве-

дение МФБ не вызывало подобных патологических 
изменений в аорте, что доказывает взаимосвязь 
эндотелиотоксического действия КФБ с развитием 
воспаления в адвентиции.
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