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ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ 

ЭЛЕМЕНТНЫЙ СОСТАВ КОСТНЫХ ОБРАЗЦОВ  
НА РАЗЛИЧНЫХ СТАДИЯХ ДЕМИНЕРАЛИЗАЦИИ 

Ю.Ю. Литвинов*, В.В. Краснов 
ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений»  

Министерства науки и высшего образования 
Российская Федерация, 117216, Москва, ул. Грина, д. 7 

РЕЗЮМЕ. Цель работы – изучение элементного состава костных образцов на различных стадиях деми-
нерализации для оценки качества получаемых биологических имплантационных средств  

Материалы и методы. Объектом исследования – цилиндрические образцы нативной, частично демине-
рализованной и деминерализованной кортикальной кости от клинически здоровых животных (бык, возраст 
1,5−2 года). Содержание химических элементов в образцах диафиза бедренной кости быка на различных стади-
ях деминерализации исследовали методом энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии.  

Результаты. Установлены закономерности изменений содержания изученных химических элементов в кост-
ных образцах в зависимости от времени их деминерализации. На протяжении всего эксперимента наблюдалось по-
стоянное снижение относительного процента химических элементов, образующих минеральную фазу кости, и уве-
личение относительного процента химических элементов, образующих органическую фазу костной ткани.  

Выводы. Предложенный подход может быть использован при проведении оценки и контроля качества 
получаемых биологических имплантационных средств. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: элементный состав, костные образцы, деминерализованный костный матрикс. 

ВВЕДЕНИЕ 
Для замещения дефектов кости широко при-

меняют имплантаты из различных биологичес-
ких и синтетических материалов, среди которых 
наибольший интерес вызывает деминерализован-
ный костный матрикс. Его получают путем де-
минерализации костной ткани до остаточного 
значения содержания кальция менее 5 % (Кири-
лова, 2004). 

В процессе изготовления имплантатов и им-
плантационных препаратов с заданными свой-
ствами на основе деминерализованного костного 
матрикса, необходимо проводить контроль степе-
ни их минерализации (Литвинов, 2019). Для вы-
полнения такого контроля одним из перспектив-
ных методов является метод энергодисперсион-
ной рентгеновской спектроскопии, основанный на 
анализе энергии эмиссии рентгеновского спектра 
изучаемого образца и позволяющий определить 
его качественный и количественный состав (Син-
до, Оикава 2006; Якубова и др., 2015).  

 

Несмотря на многочисленные исследования 
элементного состава нативной костной ткани че-
ловека и животных, до сих пор остается неиссле-
дованным элементный состав кости на различ-
ных стадиях деминерализации. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – изучение 
элементного состава костных образцов на раз-
личных стадиях деминерализации для оценки 
качества получаемых биологических импланта-
ционных средств. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования служили цилиндри-

ческие образцы (высотой 12 мм, диаметром 5 мм) 
нативной, частично деминерализованной и деми-
нерализованной кортикальной кости (средняя 
треть диафиза бедренной кости) от клинически 
здоровых животных (бык, возраст 1,5−2 года). 

Для придания необходимой формы и разме-
ров костным образцам выполняли механическую 
обработку нативной кости в охлаждающей среде 



 МИКРОЭЛЕМЕНТЫ В МЕДИЦИНЕ: ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 
42  TRACE ELEMENTS IN MEDICINE: ORIGINAL PAPERS 

 

с использованием полой фрезы и станка IzoMet 
4000 (Buehler, США), оснащенного алмазным 
отрезным диском со сплошной кромкой 5LC 
Diamond (Buehler, США) (Ярыгин и др.,1998; 
Литвинов, 2019). 

Для деминерализации костных образцов их 
инкубировали в соляной кислоте 0,8 моль/дм3 

при объемном соотношении 1:100 в течение 24, 
48 и 72 ч. Затем все образцы разрезали на две 
равные части перпендикулярно продольной оси 
и исследовали смежные поверхности среза. 

Изучение структуры и элементный анализ 
поверхностного слоя костных образцов проводи-
ли на базе ООО «Мелитэк» (Москва) с использо-
ванием сканирующего электронного микроскопа 
Phenom XL (Phenom-World BV., Нидерланды), 
оснащенным детектором для энергодисперсион-
ной рентгеновской спектроскопии и специализи-
рованным программным обеспечением для ана-
лиза элементного состава в точке Element 
Identification (Phenom-World BV., Нидерланды), 
позволяющим идентифицировать элементы в 
диапазоне от бора (5) до америция (95) периоди-
ческой системы химических элементов. 

Исследование элементного состава прово-
дили в пяти точках каждой из зон поперечных 

срезов костных образцов: нативные образцы –  
1-я группа (контрольная), n = 5; образцы после 
инкубирования в соляной кислоте в течение 24 ч 
– 2-я группа, n = 5; 48 ч – 3-я группа, n = 5; 72 ч – 
4-я группа, n = 5. Во 2-й и 3-й группах исследо-
вали как не деминерализованные (А), так и де-
минерализованные зоны (Б): 2-я группа (2А – не 
деминерализованные зоны 1-5, 2Б – деминерали-
зованная зона 6), 3-я группа (3А – не деминера-
лизованная зона 1, 3Б –деминерализованные зо-
ны 2-6) (рис. 1).  

Изучали содержание химических элементов, 
составляющих минеральную (Ca, P, Mg, Na) и 
органическую (O, N, C) основу костной ткани. 
Площадь каждой точки исследования составляла 
0,001 мм2, время получения информации об эле-
ментном составе – 10–250 мс. 

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили с использованием программы 
Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc, США). Для 
каждого показателя вычисляли среднее значение 
(M) и стандартное отклонение (SD). Для сравне-
ния средних значений в двух независимых груп-
пах применяли t-критерий Стьюдента. Различия 
показателей считали статистически значимыми 
при p<0,05. 

 

  
1-я группа 2-я группа 

  
3-я группа 4-я группа 

А                                                                                                Б 

Рис. 1. Зоны исследования элементного состава поперечных срезов костных образцов 1-4 групп: 
А – не деминерализованные (светлый цвет), Б – деминерализованные (тёмный цвет)  
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты объективной регистрации состо-

яния поверхности торцевых срезов костных об-
разцов показали, что микроструктура их поверх-
ности сохранена и не претерпела температурных 
или деформационных изменений в процессе 
пробоподготовки. 

На поперечном срезе частично деминерали-
зованных образцов (2, 3 группа) наблюдался яр-
ко выраженный фронт деминерализации (распо-
ложенный по периферии) с сохранившимся в 
центре не деминерализованным участком округ-
лой формы. Ширина зоны с удаленной мине-
ральной фазой варьировала во 2-й группе от 0,25 
до 0,32 мм, в 3-й группе – от 1,96 до 2,49 мм. 
Структура компактного вещества не деминера-
лизованной и деминерализованной кости была не 
повреждена (рис. 2). 

Полученные результаты анализа элементно-
го состава представлены в соотношении количе-
ства атомов каждого элемента к общему количе-
ству атомов в процентах (таблица). 

 
Рис. 2. Структура костной ткани  

на торцевом срезе образца после инкубации  
в соляной кислоте в течение 24 ч:  

А – не деминерализованная; Б – в зоне границы демине-
рализации; В – деминерализованная. СЭМ, ×300  

Таблица. Динамика элементного состава образцов костной ткани  
до, в процессе и после деминерализации 

Элемент 

Доля атомов, % 

1-я группа 
2-я группа 3-я группа 

4-я группа 
А Б  А Б  

Ca 10,7±1,43 10,9±1,49 2,4±1,19* 10,2±0,38 < IDL < IDL 

P 7,6±0,69 7,3±0,87 2,0±0,73* 7,2±0,09 0,6±0,03* 0,2±0,04* 

Mg 0,6±0,04 0,3±0,05* < IDL 0,3±0,01* < IDL < IDL 

Na 1,5±0,19 1,2±0,08* < IDL 1,1±0,02* < IDL < IDL 

O 68,9±1,60 64,5±2,21* 59,9±1,56* 65,7±0,28* 68,1±0,64 62,3±1,51* 

N 6,1±0,71 9,5±0,74* 15,5±1,53* 9,1±0,88* 13,1±0,59* 15,6±0,43* 

C 4,5±0,38 6,4±0,75* 19,6±0,47* 6,3±0,92* 17,9±0,40* 20,5±0,52* 

Ca/P 1,41 1,49 1,2 1,41 − − 

П р и м е ч а н и е : * – различия статистически значимы по сравнению с контролем; IDL – предел обнаружения прибора; 
А – не деминерализованная зона, Б – деминерализованная зона. 

 
Представленные количественные данные сви-

детельствуют о существенных различиях химиче-
ского состава нативной, частично деминерализо-
ванной и деминерализованной костной ткани. 

При анализе нативных образцов 1-й группы 
с неизмененным композитным составом получе-

ны данные о содержании основных химических 
элементов, которые составляют основу как орга-
нической, так минеральной фаз в компактном 
веществе кости. В процессе деминерализации у 
образцов группы 2А, в сравнении с первой кон-
трольной группой образцов, наблюдалось увели-
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чение относительного процентного содержания 
N и С – в 1,5 раза (p < 0,001) с одновременным 
снижением концентрации Na – в 1,3 раза (p =  
= 0,012), Mg – в 2 раза (p < 0,001). Содержание 
Ca и P оставалось практически без изменений. В 
зоне деминерализации (группа 2Б), по сравнению 
с нативными образцами 1-й группы, происходи-
ло значительное снижение относительного про-
центного содержания Ca – в 4,5 раза (p < 0,001), 
P – в 3,5 раза (p < 0,001) с одновременным уве-
личением относительного процентного содержа-
ния С – в 4,2 раза (p < 0,001) и N – в 2,6 раза  
(p < 0,001). Содержание Na и Mg оказалось ниже 
предела обнаружения прибора. У образцов груп-
пы 3А процентное соотношение изучаемых эле-
ментов практически не отличалось от такового 
группы 2А, однако в деминерализованной зоне 
содержание Ca, Na и Mg было ниже предела об-
наружения прибора, а содержание P снизилось в 
12,7 (p < 0,001) раза по отношению к группе на-
тивных костных образцов. В образцах группы 3Б 
и 4-й группы также не определялось наличие Са, 
Na и Mg. Отмечалась наблюдаемая ранее тен-
денция снижения относительного процентного 
содержания P (которое достигло в 4-й группе в 
38 раз, p < 0,001), с одновременным увеличением 
относительного процентного содержания N (в  
4-й группе – в 2,5 раза, p < 0,001) и С (в 4-й 
группе – в 4,5 раза, p < 0,001). 

Соотношение содержания Са/Р в образцах 
1-й группы составляло 1,41, группы 2А – 1,49, 
группы 2Б – 1,2 и группы 3А – 1,41. Кальциево-
фосфатный коэффициент является важным пока-
зателем для оценки качества минерального мат-
рикса нативной кости, используемой для изготов-
ления костных имплантатов. Стереохимическое 

соотношение Са/Р в кристаллическом апатите ко-
леблется от 1,37 до 1,67, в аморфном фосфате оно 
более стабильно и составляет 1,5. Полученные 
нами данные сопоставимы с результатами других 
исследователей, изучавших элементный состав 
костной ткани в норме и при патологии (Аврунин, 
Корнилов, 2002; Герк и др., 2015; Писарева и др., 
2015; Синицкий и др., 2021). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенные исследования элементного со-

става костных образцов на различных стадиях 
деминерализации методом энергодисперсионной 
рентгеновской спектроскопии продемонстриро-
вали на протяжении всего эксперимента перма-
нентное снижение относительного процентного 
содержания химических элементов, формирую-
щих минеральную фазу кости и увеличение от-
носительного процентного содержания химиче-
ских элементов, формирующих органическую 
фазу костной ткани.  

Метод элементного анализа с использовани-
ем рентгеновской спектроскопии может быть ре-
комендован для оценки и контроля качества по-
лучаемых костных имплантатов на различных 
стадиях их изготовления (заготовка, отмывка, 
деминерализация, деорганификация, стерилиза-
ция, консервация, хранение и др.). 
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ELEMENTAL COMPOSITION OF BONE SAMPLES  
AT VARIOUS STAGES OF DEMINERALIZATION 
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ABSTRACT. The content of chemical elements in the diaphysis samples of the femur of the bull at various stages 
of demineralization was studied by energy dispersion X-ray spectroscopy. Regularities of the change in the content of 
the studied chemical elements in bone samples were established depending on the time of their demineralization. Dur-
ing the experiment, a constant decrease in the relative percentage of chemical elements forming the bone mineral phase 
and an increase in the relative percentage of chemical elements forming the bone organic phase were found. Proposed 
approach can be used in evaluation and quality control of obtained products of biological implantation. 

KEYWORDS: elemental composition, bone implants, demineralized bone matrix. 
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