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ПРИМЕНЕНИЕ РАМАНОВСКОЙ МИКРОСПЕКТРОСКОПИИ  
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ СТРУКТУРНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ 

БИОГЕННОГО АПАТИТА
Д. В. Киселева

Спектроскопические методы, в частности, ИК-
спектроскопия и спектроскопия комбинационного 
рассеяния света (КРС или рамановская спектро-
скопия), являются основными в изучении особен-
ностей структуры и дефектообразования органо-
минеральных агрегатов, в частности, костных и 
зубных тканей. Методы дают информацию об осо-
бенностях их локальной молекулярной структуры. 
При этом, в экспериментах по рамановской спек-
троскопии реализуется высокое пространственное 
разрешение (до 0.5–1 мкм) в сочетании с просто-
той пробоподготовки, сниженными требованиями 
к образцу (он может быть непрозрачным, гидрати-
рованным и др.) и отсутствием разрушений после 
анализа. Метод может рассматриваться как весь-
ма перспективный в различных материаловедче-
ских приложениях. Линии КР-спектров настолько 
узки, что даже малые сдвиги частоты и изменения 
формы линий четко фиксируются на спектре, что, 
в свою очередь, позволяет различать разнообраз-
ные химические соединения, ответственные за по-
лосы [6]. КРС метод достаточно широко применя-
ется в исследованиях современной и ископаемой 
костной (зубной) ткани и является дополняющим 
данные ИК-спектроскопии при анализе струк-
турных изменений и межмолекулярных реакций. 
В биологических тканях на рамановских спектрах 
фиксируются колебания структурных молекуляр-
ных и ионных единиц неорганической составляю-
щей – карбонат-гидроксиапатита, таких как фос-
фат-, карбонат- и гидрофосфат-ионы, а также мно-
гочисленные колебания, связанные с протеино-
вой матрицей. На спектрах симметричные коле-
бания молекул или ионов являются самыми ин-
тенсивными [6]. Разрушение кристаллической ре-
шетки кости в совокупности с встраиванием в ее 
структуру примесных ионов отражается на рама-
новских спектрах ископаемых костных тканей [7].  
По КРС-спектрам авторы оценивали степень заме-
щения матричных ионов, ионную гетерогенность, 

относительное содержание структурных карбонат-
ионов, наличие карбоната кальция и люминесци-
рующих ионов. Также по рамановским спектрам 
костной ткани с возрастом около 3000 лет был сде-
лан вывод о вхождении карбоната кальция в ги-
дроксиапатитовую матрицу при фоссилизации [3]. 
В работе [9] проведено рамановское микроскопиче-
ское картирование молекулярных группировок ми-
неральной и органической компоненты зуба чело-
века: распределение органических веществ оцени-
валось по валентному колебанию связи С-Н в обла-
сти 2880–2700 см–1, фосфат- и карбонат ионов – по 
симметричным валентным колебаниям νs(PO) при 
961 см–1 и νs(СO) при 1070 см–1. В статье [4] приво-
дится обзор по применению рамановской спектро-
скопии в биомедицинских исследованиях, в частно-
сти, исследование костных имплантатов, покрытых 
тонкими слоями улучшающих биосовместимость 
материалов; изучены плотность, кристалличность, 
распределение протеинов. В исследовании совре-
менных зубных тканей рамановская спектроскопия 
широко применяется в стоматологии при оценке 
воздействия различных процедур препарирования 
зуба для последующего пломбирования или проте-
зирования, таких как кислотное травление или об-
работка лазером [5]. При этом проводится оценка 
изменения минеральной и органической составля-
ющих дентина и эмали.

Цель работы – исследование особенностей 
костной ткани человека при деформирующем кок-
сартрозе на основе данных рамановской спектро-
скопии.

ОБРАЗЦЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Изучены головки бедренных костей двух боль-
ных коксартрозом (мужчины и женщины), удален-
ные на ��� стадии заболевания; в сравнительных це-��� стадии заболевания; в сравнительных це- стадии заболевания; в сравнительных це-
лях изучен здоровый сустав мужчины. Из бедрен-
ных эпифизов были получены три горизонтальных 
среза – верхний, средний и нижний, самый ближ-
ний к костной ткани бедренной кости. Исследован-
ные образцы перечислены в табл. 1. Образцы (пять 
фрагментов костной ткани) помещены в эпоксид-
ную смолу и смонтированы на предметное стекло. 
Анализ выполнен в различных точках поверхности 
(рис. 1). Эксперименты выполнены на рамановском 
спектрометре LabRam HR (HOR�BA Scientific) с ре-

Таблица 1. Исследованные образцы костных тканей
Образец Место отбора из сустава Диагноз
А середина здоровый
В верх коксартроз
С киста коксартроз
D середина коксартроз
Е низ коксартроз
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шеточным монохроматором (фокус 800 мм, плоское 
поле, скорректированное на хроматизм), многока-
нальным CCD детектором (1024 × 256 пикселей со 
спектральным диапазоном 200–1050 нм, спектраль-
ное разрешение 0.35 см–1/пиксель при 633 нм с ре-
шеткой 1800 штр/мм). Для возбуждения раманов-
ских спектров использовался лазер (длина волны 
излучения 632 нм, мощность излучения на образ-
це 7 мВт, время измерения 15–25 с, объектив ×100). 
Оцифрованные спектры обработаны в программе 
PeakFit �.4.11, произведена коррекция базовой ли- �.4.11, произведена коррекция базовой ли-�.4.11, произведена коррекция базовой ли-.4.11, произведена коррекция базовой ли-
нии, сглаживание спектров, разложение суммарных 
пиков на элементарные составляющие.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 2 приведены типичные рамановские 
спектры костной ткани человека (здоровой и пора-
женной коксартрозом) в диапазоне 150–3400 см–1. 
Интерпретация линий спектра по данным [1, 6] 
приведена в табл. 2 (линии 1508 и 1250 см–1 припи-
саны эпоксидной смоле и исключены из рассмотре-
ния). Наиболее информативные участки раманов-
ского спектра рассмотрены ниже.

Область 920–980 см–1. Линия симметричного 
валентного колебания РО4

3– (ν1) является самой ин-
тенсивной в спектре минерализованной ткани. Ее 
особенностью является высокая чувствительность 
к минеральному окружению: частота и форма этой 
линии зависят от локального окружения и изменя-
ются вследствие замещений анионных группиро-
вок и изменения степени кристалличности. Во мно-
гих исследованиях апатитовых тканей и синтетиче-
ских апатитов частота линии РО4

3– (ν1) связывалась 
с составом окружающего минерала [6].

В рамановской спектроскопии минерализован-
ных тканей принято подразделять апатитовое окру-
жение на три группы с различными частотами со-
ответствующих линий. В замещенном карбонат-
апатите В-типа (карбонат-ионы замещают фосфат-
ионы в решетке апатита) фосфатная линия ν1 прояв-
ляется в диапазоне 955–959 см–1. В высококристал-
лическом незамещенном гидроксиапатите линия ν1 
сдвигается в область 962–964 см–1. И, наконец, ли-
ния с частотой 945–950 см–1 свидетельствует о на-
личии разупорядоченной фосфатной решетки апа-
тита [6]. Происходит ли это вследствие замещений 
А-типа (карбонат-ионы замещают гидроксил-ионы) 
или из-за присутствия аморфного фосфата кальция, 
неясно; авторы [6] используют термин “разупоря-
доченный фосфат”. В общем случае, в костной и 
зубной ткани полоса фосфата ν1 является суперпо-
зицией всех трех составляющих; обычно она име-
ет несимметричную форму из-за вклада колебаний 
разупорядоченного фосфата и незамещенного ги-
дроскиапатита. Для оценки степени кристаллично-
сти апатита используют вычисление ширины ли-
нии фосфата ν1 на ее полувысоте.

Область 1065–1070 см–1 соответствует колеба-
ниям карбонат-иона В-типа. Для оценки отноше-
ния фосфат/карбонат принято использовать отно-

Рис. 2. Рамановские спектры фрагментов костной 
ткани человека.
А1, А2 – здоровая; В6, D2, С4 – пораженная коксар-
трозом ткань. Рамановский спектрометр LabRam HR 
(HOR�BA Scientific) с лазером возбуждения 632 нм.

Рис. 1. Внешний вид шлифа с костными фрагмен-
тами и точками анализа.
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шения интенсивностей соответствующих пиков ра-
мановского спектра: 959 см–1 для РО4

3– и 1070 см–1 
для СО3

2–, причем можно использовать как отноше-
ние амплитуд пиков, так и их площадей.

Область 1400–1800 см–1. Колебания органи-
ческой матрицы в данной области обусловлены, в 
основном, двумя разновидностями связей: коле-
бания связей –СО–NH–, формирующих белковую 
основу, и колебания, связанные с боковыми цепоч-
ками аминокислот. На рамановских спектрах наибо-
лее ярко проявляются пики белковых связей амид-
ной группировки –СОNН2, имеющей 9 колебатель-
ных мод; в спектре регистрируются следующие по-
лосы: амид � (1655–1675 см–1), который представ-
ляет собой, главным образом, валентное колебание 
С=О; амид �� (1560 см–1, деформационное колеба-
ние N–Н, валентное С–N); амид ��� (1240–1260 см–1, 
валентное С–N, деформационное N–Н) [1]. Низко-N, деформационное N–Н) [1]. Низко-, деформационное N–Н) [1]. Низко-N–Н) [1]. Низко-–Н) [1]. Низко-
интенсивное плечо пика при 1620 см–1 авторы [1] 
соотносят с колебаниями боковой цепочки тирози-
на Y8а. Пик 1450 см–1 соответствует деформацион-
ному крутильному колебанию CH2 в коллагене (два 
атома водорода, ковалентно связанных с одним и 
тем же атомом углерода, симметрично двигаются 
подобно веслам при гребле) [2]. Во многих публи-
кациях пик колебаний амида � (1665 см–1) использу-

ется для оценки относительного содержания орга-
нической матрицы и расчета отношений минерал/
органическая матрица [1, 6]. В работе [1] исследо-
вано влияние возраста костной кортикальной ткани 
и дентина на амплитуду пика амида �: с увеличени-�: с увеличени-: с увеличени-
ем возраста возрастает и высота пика.

Область 2750–3350 см–1. Пики в этой обла-
сти, как правило, соотносят с колебаниями связей 
С–Н (2880–2935, 3070 см–1) и С–N (3320, 3435 см–1) 
в коллагене [8]. Упомянутыми авторами пик при 
2940 см–1 использовался для оценки соотношения 
минерал/коллаген по отношению площадей пиков 
960 см–1/2940 см–1.

Рассчитанные характеристики рамановских 
спектров костной ткани (положения линий, величи-
ны отношений карбонат/фосфат, минерал/органи-
ческая матрица) приведены в табл. 3. На основании 
рассчитанных положений линии ν1 фосфат-иона 
(960.12–960.98 см–1) можно констатировать, что ми-
неральная фаза всех исследованных образцов пред-
ставляет собой замещенный по В-типу карбонат-
гидроксиапатит, причем его относительное содер-
жание уменьшается от здоровой ткани (в сред-
нем 0.13) к образцу с проявлениями коксартроза 
(0.12) и кисте (0.09). Наибольшее соотношение ми-
нерал/органическая матрица (в среднем 2.3) харак-

Таблица 2. Интерпретация полос в рамановском спектре костной (зубной) ткани
Рамановский частотный 

сдвиг, см–1 Фрагмент, колебание

430 РО4
3– ν4 (P-O деформационное)*

580 РО4
3– ν4 (P-O деформационное)*

855 Бензольное кольцо пролина 
876 Бензольное кольцо гидроксипролина 
950–964 РО4

3– ν1 (Р-О симметричное валентное)*
1001–1003 “Дыхательная” мода бензольного кольца фенилаланина
1030 РО4

3– ν3 (Р-О асимметричное валентное)*
1045 РО4

3– ν3 (Р-О асимметричное валентное)*
1065–1070 СО3

2– ν1 замещение В-типа (С-О плоскостное валентное)*
1245–1270 Амид ���, C-N-Н валентное
1445 СН2 деформационное крутильное 
1555–1565 Амид ��, C-N-Н валентное
1610–1620 Y8а (колебания побочной цепочки тирозина)
1665 Амид �, C-С-Н валентное
2880–2935, 3070 Колебания С-Н
3350 Колебания С-N

Примечание. * полоса минеральной составляющей

Таблица 3. Характеристики рамановских спектров исследованных костных фрагментов

Исследо-
ванный 

фрагмент

Положе-
ние линии 
РО4

3– (ν1), 
см–1

Ширина ли-
нии РО4

3–(ν1) 
на полувы-

соте

Интегральная 
интенсивность 

линии РО4
3– (ν1), 

отн. ед.

Интегральная 
интенсивность 
линии СО3

2– , 
отн. ед.

Отношение 
СО3/РО4

Интегральная 
интенсивность 
пика амида �, 

отн. ед. 

Отношение  
минерал/органи-
ческая матрица

А1 960.343 16.474 45310 6694 0.148 17251 2.627
А2 960.116 14.998 45413 5245 0.116 22998 1.975
В6 960.507 14.819 41160 4932 0.120 28896 1.424
С4 960.978 15.961 36119 3312 0.092 23754 1.521
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терно для образца здоровой костной ткани, для по-
раженной коксартрозом ткани и кисты оно снижа-
ется до 1.4 и 1.5, соответственно. Также наблюда-
ется уменьшение содержания (и интегральной ин-
тенсивности) фосфат-ионов в пораженном образ-
це и кисте. Данный факт может свидетельствовать 
об уменьшении содержания минеральной фазы при 
развитии коксартроза.

Таким образом, по данным рамановской микро-
спектроскопии выявлены структурные особенно-
сти костной ткани человека при развитии коксар-
троза – уменьшение относительного содержания 
карбонат-ионов В-типа в структуре гидроксиапати-
та, а также уменьшение содержания минеральной 
фазы в целом.
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