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РЕВМАТОЛОГІЯ
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Построение возможных моделей
элементарной ячейки OCP=цитрата 

Следующим шагом исследования стало

построение возможных моделей элементар�

ной ячейки OCP�цитрата на основании дан�

ных ядерной магнитно�резонансной (ЯМР)

спектроскопии, порошковой рентгено�

структурной дифракции и инфракрасной

спектроскопии на основе преобразования

Фурье (Fourier transform infrared spectroscopy,

FTIR), полученных в эксперименте, а также

дальнейшая геометрическая оптимизация

этих моделей. Для оценки правдоподобнос�

ти каждой модели проводилось сравнение ее

расчетных показателей с эксперименталь�

ными. 

Построение структурных моделей прово�

дилось на основании следующих принци�

пов:

• каждая элементарная ячейка должна

была содержать только необходимое количе�

ство углерода;

• группа фосфата водорода замещалась

анионом цитрата с зарядом 2� для достиже�

ния зарядового равновесия (хотя в некото�

рых моделях применялись анионы цитрата

с зарядом 3�);

• группа P5 фосфата водорода рассматри�

валась как наиболее вероятный кандидат для

замещения анионом цитрата; таким обра�

зом, из структуры OCP производилось уда�

ление одного (или больше) аниона P5 фос�

фата водорода;

• после включения цитрата элементарная

ячейка удлинялась по оси A;
• химическая формула OCP�цитрата была

наиболее близка к Ca16(PO4)8(HPO4)3(HCIT).
(11±1)H2O при очевидном варьировании
количества молекул воды;

• по крайней мере одна группа CH2COO(H)
должна была свободно продвигаться в вод�
ный канал, а ее пространственное располо�
жение должно было иметь неорганизован�
ный характер.

В ходе исследования была проведена гео�
метрическая оптимизация 10 возможных
моделей OCP�цитрата. Расчетные данные
ЯМР�спектрометрии для 9 из них в опреде�
ленной степени были сопоставимы с экспе�
риментальными данными. В ходе анализа
правдоподобности моделей принималось во
внимание, что химические сдвиги на ЯМР�
спектрометрии рассчитывались для темпе�
ратуры 0 К, в то время как эксперименталь�
ные данные были получены при комнатной
температуре. Кроме того, учитывалась так�
же погрешность в расчетах для атомов 13C,
которая составляла приблизительно 1�2% от
диапазона их химического сдвига (±2�
4 м. д.). Среди возможных моделей OCP�
цитрата были выделены 3, которые наибо�
лее соответствовали экспериментальным
данным. 

Модель 1 обладала самой низкой внут�

ренней энергией. В данной модели анион

цитрата имел одну группу CH2COO(H),

свободно погруженную в водный канал (без

координации с ионами кальция) и окру�

женную молекулами воды. Эту группу

CH2COO(H) ограничивали только подвиж�

ные молекулы воды, в связи с чем ее

пространственное расположение могло

варьировать при комнатной температуре,

что, в свою очередь, приводило к рассеи�

ванию химических сдвигов, связанных

с атомами 13C метиленовых групп, которое

наблюдалось в экспериментальных дан�

ных. Кроме того, вокруг аниона цитрата

образовывалось пространство, позволяв�

шее ему двигаться внутри гидратного слоя.

Для этой модели было характерно хорошее

соответствие расчетных данных экспери�

ментальным, особенно при учете темпера�

турного режима, в котором производились

измерения в эксперименте.

Модель 2 обладала немного повышен�

ной внутренней энергией (29 кДж/моль�1)

по сравнению с таковой модели 1, и в этом

случае также удалось достичь соответствия

расчетных данных экспериментальным.

В целом модель 2 почти полностью совпа�

дала по своему строению с предыдущей, за

исключением пространственного располо�

жения аниона цитрата, который был раз�

вернут на 180° по оси B. Соответствие рас�

четных данных экспериментальным в дан�

ной модели свидетельствует о том, что

неорганизованность анионов цитрата

подразумевает возможность достаточно

разнообразных ориентаций, колебаний и

изменений позиции этого компонента

гидратного слоя.

Для модели 3 была характерна еще более

высокая внутренняя энергия (83 кДж/моль�1).

В отличие от моделей 1 и 2 химическая фор�

мула модели 3 представляла собой

Ca16(PO4)8(HPO4)2(H2PO4)(CIT).10H2O. По�

казатели химических сдвигов атомов 13C

ЯМР�спектрометрии были сопоставимы

с таковыми в экспериментальных данных

при изучении частично дегидратированного

OCP�цитрата. Форма элементарной ячейки

была более сжатой по сравнению с таковой

в моделях 1 и 2, что выражалось в частичном

сужении гидратного слоя. При этом анион

цитрата в узком гидратном слое вклинивался

между слоями апатитов. Такой тип структур�

ного коллапса достаточно правдоподобно

моделирует состояние элементарной ячейки,

теряющей молекулы воды из гидратного

слоя, и является типичным для окружения

цитрата в дегидратированном материале.

Данные, подтверждающие наличие
в костной ткани вещества, подобного
OCP=цитрату

Взаимосвязь между цитратом и неоргани�

ческим компонентом костной ткани ранее

была продемонстрирована во время изуче�

ния атомов 13C{31P} по методу REDOR

(Rotational Echo DOuble Resonance) ЯМР�

спектрометрии (Y.Y. Hu et al., 2010). В ходе

этого эксперимента выяснилось, что в кост�

ной ткани атомы углерода находятся на

близком расстоянии от атомов фосфора.

Поскольку подавляющее большинство ато�

мов фосфора костной ткани находятся в ее

неорганическом компоненте, такие данные

указывают на очень близкое пространствен�

ное расположение органических и неорга�

нических структур.

Во время изучения с помощью REDOR�

ЯМР атомов 13C{31P} в образце костной ткани

конечности взрослой лошади наблюдалось

дефазирование (снижение интенсивности)

сигналов в спектре REDOR относительного

референтного спектра, что было связано

с пространственной близостью атомов 13C

и 31P. Для образца костной ткани, как было

отмечено в текущем и предыдущих исследо�

ваниях (E.R. Wise et al., 2007; O. Nikel et al.,

2012), было характерно выраженное дефази�

рование сигнала в областях 180�183, 73�77,

44�48 и 38 м. д., которые в значительной сте�

пени соответствуют частоте сигнала цитрата в

OCP�цитрате. Следует отметить, что во время

проведения исследования точного соответ�

ствия дефазирования в REDOR�спектре

OCP�цитрата и образца кости животного не

наблюдалось в связи с тем, что в последнем

сигналы цитрата перекрываются другими

компонентами костной ткани, которые, ско�

рее всего, не могут находиться так же близко

к неорганическому компоненту, как цитрат.

Таким образом, показатели дефазирования

REDOR�спектра костной ткани представля�

ют собой сумму всех сигналов атомов 13C ука�

занной частоты. Тем не менее результаты

сравнительного анализа REDOR�спектра в

OCP�цитрате и образце костной ткани указы�

вают на то, что окружение цитрата в костной

ткани аналогично таковому в OCP�цитрате.

Сравнительный анализ результатов по�

рошковой рентгеноструктурной дифракции

OCP�цитрата и образца костной ткани кро�

лика служит дополнительным подтверждени�

ем наличия в костной ткани структур, подоб�

ных OCP�цитрату. В анализе наблюдалось за�

метное сходство в строении порошка OCP�

цитрата и костной ткани. Характеристики

OCP�цитрата отражали все основные особен�

ности структуры порошка костной ткани.

Каким образом становится возможным

включение такого элемента, как OCP�цит�

рат, в структуру неорганического компонен�

та костной ткани? Вполне очевидно, что от�

вет должен быть основан на особенностях

строения как первого, так и второго. Как из�

вестно, неорганический компонент сформи�

рован из комплексов, или «стопок», очень

плотно упакованных минеральных пласти�

нок. Определить расстояние между пластин�

ками крайне сложно. Пластинки расположе�

ны настолько близко друг к другу, что рас�

стояние между ними находится за пределами

разрешающей способности просвечиваю�

щей электронной микроскопии высокого

разрешения. В предыдущем исследовании

(E.A. McNally et al., 2012) отмечалось, что

это расстояние составляет менее 0,1 нм, хотя

данный показатель также находился за пре�

делами разрешающей способности исследо�

вания (0,18�0,34 нм). Структура костной

ткани с характерным близким расположени�

ем минеральных пластинок очень точно от�

ражена в OCP�цитрате. Слои апатитов в

OCP�цитрате разделены тонким гидратным

слоем. Толщина гидратного слоя составляет

приблизительно 5 ангстрем и зависит от то�

го, в каких границах производится измере�

ние. Такое небольшое расстояние позволяет

цитрату образовывать связи между слоями

апатитов. Кроме того, в структурной модели

1 анионы P5 HPO4
2� также образовывали свя�

зи в гидратном слое. Таким образом, струк�

тура гидратного слоя хорошо объясняет

данные просвечивающей электронной мик�

роскопии высокого разрешения, которые

показывают отсутствие границы между ми�

неральными пластинками. Однако необхо�

димо принимать во внимание, что неоргани�

ческий компонент костной ткани в значи�

тельной степени сформирован из структур,

связанных с гидроксиапатитом, в то время

как слой апатитов в OCP�цитрате не на�

столько велик, чтобы в него могли входить

все гидроксиапатиты неорганического ком�

понента. Хорошо известно, что гидроксиа�

патит и OCP способны формировать эпитак�

сиальный переходный слой, для которого

характерна минимальная межповерхностная

энергия между плоскостью гидроксиапатита

и плоскостью OCP (M.E. Fernandez et al.,

2003). Следовательно, слои гироксиапатита

могут сложим образом соединяться со слоя�

ми апатитов OCP�цитрата, формируя более

толстые минеральные пластинки. По дан�

ным ЯМР�спектрометрии толщина мине�

ральных пластинок ранее приблизительно

оценивалась как 2,5 нм (K. Schmidt�Rohr

et al., 2007). Толщина минерального слоя

OCP�цитрата составляет 1,2�1,4 нм. Присо�

единение одной элементарной ячейки гидро�

ксиапатита (0,95 нм) к плоскости OCP�цит�

рата может привести к формированию ми�

неральной пластинки толщиной около

2,2 нм. Однако последние измерения, прове�

денные с помощью методов электронной мик�

роскопии, свидетельствуют о том, что средняя

толщина минеральных пластинок костной

ткани составляет не 2,5 нм, а 5±2 нм. Тем не

менее в предложенной структурной модели

неорганического компонента костной ткани

более толстые минеральные пластинки мо�

гут быть образованы с помощью простого

добавления большего количества элемен�

тарных ячеек гидроксиапатита. Например,

посредством присоединения 4 элементар�

ных ячеек гидроксиапатита к плоскости

OCP�цитрата может быть сформирована ми�

неральная пластинка толщиной около 5 нм.

Строение такой модели с добавлением

слоя гидроксиапатита (состоящего из одной

элементарной ячейки) к плоскости OCP�цит�

рата основано на данных о содержании цит�

рата в костной ткани, которые свидетельству�

ют о том, что на 3 элементарные ячейки гид�

роксиапатита приходится приблизительно

Роль ионов цитрата в строении неорганического
компонента костной ткани

Ранее в «Медичній газеті «Здоров’я України» была
опубликована первая часть обзора исследования E. Davies

и соавт. (Кембриджский университет, Великобритания),
посвященная обоснованию новой модели строения
неорганического компонента костной ткани, ключевую роль
в которой играют анионы цитрата. Предлагаем вниманию
читателей заключительную часть, в которой приводятся
возможные структурные модели октакальцийфосфат�цитрата
(OCP�цитрата) и данные, подтверждающие наличие подобного
вещества в костной ткани.

Рис. Модель неорганического компонента костной ткани
В предложенной модели неорганического компонента костной ткани минеральная пластинка состоит из двух
слоев апатитов OCPJцитрата, между которыми заключен один слой гидроксиапатита (ГА). Минеральные
пластинки расположены параллельно друг другу и перемежаются гидратными слоями элементарных ячеек
OCPJцитрата. Только одна из трех элементарных ячеек OCPJцитрата содержит ион цитрата в своем гидратJ
ном слое. Поверхности минеральных пластинок обозначены с помощью горизонтальных линий синего цвета.
Все ионы кальция расположены внутри минеральных пластинок, а поверхности пластинок соединяются ионаJ
ми цитрата. На практике расположение и ориентация ионов цитрата в гидратном слое будут хаотичными.
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Продолжение. Начало в № 7.
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1 анион цитрата (рис.). Таким образом,

в предложенной структурной модели с един�

ственным слоем элементарных ячеек гидрок�

сиапатита, добавленных к OCP�цитрату, толь�

ко 1/3 часть элементарных ячеек OCP�цитра�

та содержат цитрат, в то время как остальные

2/3 гидратного слоя смоделированы в виде

OCP�подобной структуры, удлиненной для

соответствия параметрам OCP�цитрата, т. е.

представляют собой OCP�цитрат без цитрата. 

Модель неорганического компонента,

состоящего из плотно упакованных минераль�

ных пластинок, которые соединены цитратом

и разделены водой (а также ионами фосфата

водорода), естественным образом объясняет

ряд следующих особенностей костной ткани:

наличие дополнительного количества органи�

зованных молекул воды по сравнению с син�

тетическими моделями неорганического ком�

понента; наличие значительного количества

относительно неподвижных, но вместе с тем

неорганизованных групп фосфата водорода;

дефицит гидроксильных групп по сравнению

со структурой чистого апатита. Особенно

важным представляется то, что предложенная

модель способна дать достаточно убедитель�

ное объяснение морфологии минеральных

кристаллов костной ткани, которого ранее не

существовало (S.V. Dorozhkin et al., 2009).

Пластиноподобная форма кристаллов OCP�

цитрата поддерживается за счет того, что анио�

ны цитрата ингибируют рост элементарной

ячейки по оси А. По такому же принципу свя�

зывание поверхностей минеральных кристал�

лов костной ткани анионами цитрата приво�

дит к ингибированию роста минеральных

кристаллов по оси А и определяет их форму,

которая наблюдалась в процессе исследова�

ния. Более того, цитрат может обеспечивать

сегрегацию в пространстве между минераль�

ными пластинками, пускай и только по отно�

шению к атомам, расположенным в непосред�

ственной близости от пластинок. Если бы

цитрат не обеспечивал сегрегацию атомов, то

потеря воды из гидратного слоя приводила бы

к постепенному слиянию соседних минераль�

ные пластинок в более крупные одиночные

кристаллы, что, в свою очередь, обусловило

бы катастрофические последствия для меха�

нических свойств костной ткани.

Как уже отмечалось ранее, механические

свойства костной ткани зависят от кристалли�

ческой структуры ее неорганического компо�

нента. Повышение степени кристаллизации и

образование более крупных минеральных

кристаллов приводят к повышению хрупкос�

ти макроструктуры. В предложенной модели

включение цитрата естественным образом

ограничивает степень кристаллизации и раз�

мер минеральных частиц. Следовательно,

включение цитрата в структуру костной ткани

может представлять собой биологический ме�

ханизм контроля кристаллизации. И послед�

нее обстоятельство, которое необходимо упо�

мянуть, заключается в том, что даже в свете

данных электронной микроскопии, свиде�

тельствующих о наличии отдельных мине�

ральных пластинок, связывание последних

анионами цитрата способно объяснить фор�

мирование непрерывных комплексов из этих

пластинок, достаточно прочных, чтобы не

разрушаться при удалении коллагенового

матрикса, диспергировании и воздействии

ультразвуком.

Нельзя обойти стороной и то обстоятель�

ство, что другим химическим элементам, ко�

торые в большом количестве представлены

в костной ткани, например кислороду, не уде�

лялось достаточно внимания в исследовани�

ях. 17O представляет собой малораспростра�

ненный в природе, исключительно ЯМР�

активный изотоп кислорода с квадрупольным

ядром. ЯМР�спектрометрия данного изотопа

кислорода является потенциально ценным

инструментом для изучения структуры кост�

ной ткани, поскольку минеральные фосфаты

кислорода скорее всего могут давать очень

точную информацию о фосфатном окруже�

нии. В ходе данного исследования было про�

ведено сравнение ЯМР�спектра атомов 17O

в костной ткани, кристаллах гидроксиапатита

обогащенного 17O, пропитанном лимонной

кислотой неорганическом компоненте кост�

ной ткани и в OCP�цитрате. Сигналы атомов
17O в ортофосфатах апатитов находились на

уровне 90�120 м. д., в фосфатах водорода –

60�90 м. д., в гидратных ортофосфатах –

приблизительно между двумя предыдущими

показателями. Вполне очевидно, что как гид�

роксиапатит, так и цитратный неорганичес�

кий компонент не показали спектральных

характеристик, сравнимых с таковыми кост�

ной ткани, в этой ключевой области спектра.

(Ключевой, поскольку присутствие кислых и

гидратированных фосфатных групп в неорга�

ническом компоненте костной ткани отлича�

ет его от чистого гидроксиапатита.) Однако

включение в структурную модель OCP�цит�

рата обеспечивает намного лучшее соответ�

ствие ЯМР�спектра атомов 17O в структурной

модели и в костной ткани.

Выводы
Результаты данного исследования предла�

гают новую модель неорганического компо�

нента костной ткани, согласно которой

ионы цитратов находятся в гидратных слоях

и образуют соединения между минеральны�

ми пластинками. Эти соединения по своей

химической структуре подобны кристаллам

OCP�цитрата. Связывание минеральных

пластинок фосфата кальция посредством

ионов цитрата объясняет следующие струк�

турные особенности костной ткани: 

• тонкую пластиноподобную форму зре�

лых минеральных кристаллов;

• относительно высокую концентрацию

фосфата водорода;

•  наличие значительного количества

сильных связей с молекулами воды.

Предложенная модель связывания с по�

мощью цитрата также может объяснять

механизм поддержания целостности непре�

рывных комплексов минеральных пласти�

нок даже при устранении белкового матрик�

са и ультразвуковом воздействии на неорга�

нический компонент. Важно отметить, что

включение цитрата в гидратные слои OCP�

цитрата ограничивает рост кристаллов

в направлении А и, следовательно, обуслов�

ливает плоскую пластиноподобную форму

кристаллов. По такому же принципу цитрат�

ное связывание минеральных пластинок мо�

жет обусловливать плоскую форму мине�

ральных кристаллов костной ткани, а также

склонность к образованию непрерывных

комплексов из таких пластиноподобных

кристаллов. Пространственная ориентация

цитрата в предложенной структурной модели

имеет хаотичный характер. Подобная ситуа�

ция в костной ткани приводит к тому, что

атомное окружение ионов цитрата (поверх�

ность минеральных пластинок) также при�

нимает хаотичный характер, что, в свою

очередь, приводит к образованию хаотично

расположенных пустот в гидратном слое

между минеральными пластинками и пре�

пятствует формированию крупных моно�

литных кристаллов, что могло бы негатив�

но сказаться на механических свойствах

костной ткани. Следует также отметить,

что степень включения цитрата в неорга�

нический компонент может иметь большое

значение для объяснения изменений про�

цесса кристаллизации при метаболических

заболеваниях и понимания механических

особенностей костной ткани на молекуляр�

ном уровне.
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