
КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2012, том 57, № 5, с. 782–790

782

ВВЕДЕНИЕ

Во время различных заболеваний и при экс�
тремальных нагрузках структура живых тканей
подвергается частичным внутренним изменени�
ям, которые не имеют внешних физиологических
или анатомических проявлений. Исследование
таких структурных изменений позволяет выявить
причины, их вызывающие, что играет важную
роль при постановке диагноза. Наиболее инте�
ресным объектом исследований является костная
ткань. Одна из причин возникновения ее патоло�
гии, в частности, связана с длительным нахожде�
нием позвоночных в условиях микрогравитации
(невесомости). 

Дегенерация тканей в невесомости является
серьезным препятствием на пути к продолжи�
тельному пребыванию человека в космосе и меж�
планетным перелетам, вызывая резкое уменьше�
ние объема костей и мышц [1]. Отмечено, что
пребывание в таких условиях приводит к декаль�
цификации костной ткани. Однако при этом
можно ожидать изменения концентрации и иных
более тяжелых элементов. Другие ткани организ�
ма также могут обладать механочувствительно�
стью и нуждаться в гравитации для сохранения
нормального метаболизма. Таким образом, кост�
ная и мышечная ткани являются своего рода
“сигнальными системами”, демонстрируя наибо�
лее ранний и очевидный ответ на влияние микро�
гравитации. При более длительном пребывании в
невесомости могут проявиться другие серьезные
изменения – например, в иммунной системе или

в регенеративной способности органов и тканей.
Существует концепция о необходимости гравита�
ционно�опосредованной механической нагрузки
для сохранения здоровья живых организмов, ко�
торую можно проверить только при анализе по�
следствий микрогравитации.

Исследования позвоночных животных в услови�
ях микрогравитации проводятся с начала 1990�х гг.
[2–6] по настоящее время [7–19]. Объектами ис�
следований были амфибии, рептилии и млекопи�
тающие как взрослые, так и на разных стадиях ли�
чиночного или эмбрионального развития (голо�
вастики шпорцевой лягушки Xenopus laevis [3–6],
а также эмбрионы крыс, развитие которых прохо�
дило на борту космического аппарата (КА)
“Шаттл”) [20–23]. На основании полученных
данных высказано предположение, что степень
деминерализации скелета в невесомости у разных
животных при близкой или одинаковой продол�
жительности полета может быть различной в за�
висимости от морфологических и поведенческих
адаптаций исследуемых животных к их среде оби�
тания [24]. Так, различной оказалась реакция ске�
лета на пребывание в невесомости у личинок ам�
фибий и взрослых животных. У головастиков
шпорцевых лягушек после 11.5 сут. в невесомости
(КА “Биокосмос”) был выявлен ряд отклонений в
развитии скелета, не приводящих, однако, к де�
минерализации. В то же время у взрослых испан�
ских тритонов (Pleurodeles waltlii) результатом
двухнедельных полетов на КА “Космос 1887”,
“Космос 2044”, “Бион” и “Фотон” стала заметная
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деминерализация костной и хрящевой ткани. Ко�
личество кальция, фосфора и серы у них умень�
шалось на 7, 3 и 7% соответственно по сравнению
с контролем [3].

Наравне с традиционными гистологическими
исследованиями образцов возможно использова�
ние альтернативных методов исследования эле�
ментного состава костных тканей с использова�
нием мощных синхротронных либо протонных
источников [25–29]. Данные методы основаны на
взаимодействии зондирующего излучения или
потока частиц с атомами. При облучении атомов
высокоэнергетичными рентгеновскими фотона�
ми или электронами происходит возбуждение
электронов внутренних оболочек этих атомов.
Возбужденные электроны выбиваются со своих
оболочек и на эти вакантные места перескакива�
ют электроны с внешних оболочек. Высвободив�
шаяся энергия выделяется в виде кванта рентге�
новского диапазона или передается электрону из
внешней оболочки (оже�электрон). По энергиям
и количеству испущенных квантов (или электро�
нов) судят о количественном и качественном со�
ставе анализируемого вещества. Однако при ска�
нировании электронным пучком глубина про�
никновения электронов в исследуемый объект
обычно не превышает 10 мкм, что позволяет по�
лучать информацию только с поверхности объек�
та, не позволяя заглянуть внутрь. Такие же огра�
ничения накладываются и при детектировании
вторичных электронов, поскольку их глубина вы�
хода также не превышает нескольких микромет�
ров. Оптическая схема эксперимента определяет
пространственное разрешение выполняемых из�
мерений. Для построения трехмерного распреде�
ления химических элементов был разработан ме�
тод рентгенофлуоресцентной томографии [30, 31].
Схема эксперимента предполагает регистрацию
флуоресцентного излучения от образца с высо�
ким пространственным разрешением. Для этого
отдельные части образца засвечиваются микро�
фокусированным пучком зондирующего излуче�
ния, а перед энергодисперсионным детектором
располагается коллимирующий элемент (чаще
всего поликапиллярная линза�концентратор),
что позволяет получать сигнал не от всего образ�
ца, а только от малой его части. При изменении
положения пучка и детектора проводится трех�
мерное сканирование всего исследуемого образ�
ца. В настоящее время такие исследования прово�
дятся лишь на ограниченном количестве станций
в современных синхротронных центрах [30, 31].

В настоящей работе проведены комплексные
исследования влияния микрогравитации на
структуру костной ткани с использованием как
гистологии, так и рентгенофлуоресцентного ана�
лиза (РФА), растровой электронной микроско�
пии (РЭМ) и метода абсорбционной рентгенов�
ской микротомографии. 

ВОЗМОЖНОСТЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПРОСТРАНСТВЕННОГО РАСПРЕДЕЛЕНИЯ 

ЭЛЕМЕНТОВ В ЛАБОРАТОРНЫХ УСЛОВИЯХ

Проанализируем некоторые аспекты исполь�
зования абсорбционной микротомографии для
выделения областей, различающихся по химиче�
скому составу.

При использовании монохроматичного излу�
чения микротомография позволяет получить ин�
формацию о трехмерной структуре линейного ко�
эффициента поглощения на конкретной длине
волны. Проводя томографические измерения на
разных длинах волн, возможно локализовать об�
ласти, в которых элементный состав отличается
от состава в других областях.

Действительно, поглощение монохроматич�
ного рентгеновского излучения I0 в однородном
по составу и плотности образце описывается сле�
дующим образом:

,

где  – интенсивность падающего излучения, μ –
линейный коэффициент ослабления рентгенов�
ского излучения,  – толщина исследуемого об�
разца,  =  – фотоэлектронное сечение рас�

сеяния, n = 1 –  +  – коэффициент

преломления рентгеновского излучения,
 – атомный фактор рассеяния,  –

классический радиус электрона,  – длина волны
исследуемого излучения,  – число рассеиваю�
щих частиц.

Или 

, (1)

где f1 – эффективное число электронов, участву�
ющих в рассеянии рентгеновского излучения.

Отметим, что в широком диапазоне энергий E
рентгеновского излучения энергетическая зави�
симость коэффициента поглощения в полосах
между скачками поглощения может быть прибли�
зительно аппроксимирована гладкой функцией

.

В случае, если объем неоднороден, то линей�
ный коэффициент поглощения равен сумме
вкладов составляющих объема:

,

где  – массовый коэффициент ослабления i�го
элемента, ρi – плотность i�го элемента.

Рассмотрим без ограничения общности мо�
дельный объект, состоящий из двух химических
элементов.
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Пусть плотности этих элементов в точках A и B

равны соответственно  и , i = 1, 2.
Тогда поглощение в этих точках µA, B =

= .
Контраст поглощений между этими точками

будет равен

. (2)

Если элементы расположены равномерно по

объекту, т.е. если  =  = , то выражение (2)
превращается в

. (3)

Следует заметить, что это соотношение не за�
висит от длины волны падающего излучения. Та�
ким образом, если элементный состав распреде�
лен по исследуемому образцу равномерно, то
контраст в поглощении рентгеновского излуче�
ния будет постоянен.

Однако если соотношение плотностей хими�
ческих элементов изменяется от точки к точке, то
соотношение контрастов между этими точками
при разных энергиях падающего излучения будет
разное.

Пусть  и  – коэффициенты из соотноше�
ния (3) при измеряемых длинах волн λ1 и λ2 соот�
ветственно. Тогда принимая во внимание (1) и
учитывая, что плотность вещества не зависит от
длинны волны падающего излучения, получаем:

(4)

где Zi – атомный номер i�го элемента,  – ре�
альная часть атомного фактора рассеяния j�го
элемента на длине волны λ1.

Ввиду того, что значение атомного фактора
рассеяния  зависит от длины волны, соотноше�
ние (4) не будет равно единице при  в точ�
ках A и B.

Таким образом, проводя томографические ис�
следования на разных длинах волн и вычисляя
контраст между различными областями образца,
можно локализовать области, где химические
элементы расположены неравномерно. Более то�
го, полагаем, что исследование пространственно�
го распределения химических элементов возмож�
но при сочетании методов рентгеновской микро�
томографии и РФА.

В дальнейшем можно исследовать методом
РФА только эти области, что позволит суще�
ственно сократить время проведения измерений.
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ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЙ

В качестве образцов для исследования исполь�
зовались кости проксимальных хвостовых по�
звонков хрящепалого геккона (Chondrodactylus
turneri Gray, 1864). Название имеет многочислен�
ные синонимы, из которых наиболее распростра�
ненный и широко используемый – Pachydactylus
turneri (толстопалый геккон). Английский экви�
валент названия – Turner’s Thick�toed Gecko, не�
мецкий – Turners Dickfingergecko. Хрящепалые
гекконы обитают в Центральной и Южной Афри�
ке, населяя разнообразные биотопы: от камени�
стой пустыни до увлажненных берегов рек. Об�
щая длина тела от кончика носа до кончика хво�
ста 15–20 см, ширина головы – 2.5–3 см, вес –
17–28 г. Эти рептилии были впервые предложены
нами и успешно использованы в качестве модель�
ного объекта для изучения амниот на непилоти�
руемых КА серии “ФОТОН�М” № 2 (М2) и № 3
(М3) (2005 г. – 16 сут и 2007 г. – 12 сут соответ�
ственно), а также будут объектом более длитель�
ного орбитального эксперимента продолжитель�
ностью 30 сут. (старт запланирован на август–
сентябрь 2012 г).

В 16�суточном эксперименте на борту КА
“ФОТОН�М” № 2, где объектом были рептилии –
толстопалые гекконы, исследования минераль�
ного обмена проводились параллельно россий�
скими и американскими участниками проекта,
мнения которых относительно влияния факторов
космического полета на кости скелета расходят�
ся. Американская сторона пришла к выводу о
значительном уменьшении объема губчатой кост�
ной ткани у полетных животных (F) и в группе
синхронного (S) контроля (плечевая и бедренная
кости) по сравнению с базальным контролем [1].
Российские исследователи не выявили заметной
деминерализации в костях гекконов [32].

Одним из возможных объяснений столь не�
сходных выводов при исследовании одного и того
же материала является различие методик. Амери�
канские авторы применили для изучения костей
Scanco Medical microCT40 scanner (20–50 кэВ) –
прибор, разработанный и предназначенный для
использования в медицине, спектр излучения ко�
торого достаточно широк, что полученный ре�
зультат свидетельствовал не столько о деминера�
лизации, сколько о потере белковой составляю�
щей кости. Этот факт косвенно подтверждается
изменениями органов желудочно�кишечного
тракта, отмеченными в [32–34].

Рептилии благодаря их неприхотливости, ма�
лым размерам, принадлежности к амниотам и ря�
ду других ценных качеств являются очень привле�
кательным модельным объектом, прежде всего
для продолжительных орбитальных эксперимен�
тов на непилотируемых КА [1, 10, 11, 35–37]. Гек�
коны представляют для орбитальных экспери�
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ментов особый интерес, поскольку прикрепляют�
ся адгезивными подпальцевыми пластинками к
любым поверхностям и не подвержены влиянию
флотации. Однако вопрос о возможных измене�
ниях костной ткани под влиянием факторов кос�
мического полета остается спорным и нуждается
в дальнейших исследованиях. Возможно, деми�
нерализация скелета после пребывания в космосе
слабо выражена или отсутствует у хрящепалых
гекконов потому, что благодаря адгезии они со�
храняют в невесомости как реакцию опоры, так и
локомоцию, характерную для них в наземных
условиях. При этом хвост у хрящепалых гекконов
не является хватательным и редко используется
для опоры при локомоции. В основном он играет
роль балансира, средства коммуникации и места
для хранения запасов жира. Поэтому испытывае�
мые им механические нагрузки можно считать
пренебрежимо малыми по сравнению с предыду�
щими объектами – плечевой и большеберцовой
костями, а также костями грудных позвонков. Та�
ким образом, в свете имеющихся данных пред�
ставляло интерес исследование пространствен�
ного распределения коэффициента поглощения
рентгеновского излучения и элементного состава
именно в хвостовых позвонках хрящепалых гек�
конов с целью выявления возможной деминера�
лизации или ее отсутствия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И РЕЗУЛЬТАТЫ

Гистологические исследования. 10�Микронные
поперечные срезы хвоста получены после двухне�
дельной декальцинации и окрашены четырьмя
разными методами: тройным окрашиванием по
Маллори, гематоксилин�эозином по Эрлиху, ме�
тодом Ромейса и методом Ван�Гизона. На гисто�

логическом уровне различий между группами не
выявлено (рис. 1, 2).

Полученные результаты показывают целесо�
образность и перспективность проведения рент�
геновского микротомографического анализа
описанных выше биологических образцов сов�
местно с изучением их элементного состава.

Рентгенофлуоресцентный анализ. РФА – один
из современных спектроскопических неразруша�
ющих методов, который позволяет детектировать
практически все элементы периодической систе�
мы с массовыми долями от 10–4 до 100% (в зави�
симости от условий эксперимента). Метод осно�
ван на регистрации и последующем анализе ха�
рактеристического флуоресцентного спектра,
полученного в результате воздействия рентгенов�
ского излучения на образец. Рентгенофлуоресцент�
ные исследования проводились на рентгеновском
дифрактометре SmartLab [38] с вращающимся ано�
дом (излучение MoK

α
, энергия излучения 17.5 кэВ)

с использованием энергодисперсионного детекто�
ра XPIPS [39]. Монохроматизация и коллимация
излучения обеспечивались фокусирующим ди�
фракционным зеркалом и двукратным монохро�
матором Ge(220). Эксперименты проводились в
условиях, которые позволили регистрировать
флуоресцентный сигнал от всего объема образ�
цов, размещенных на полированных кремниевых
и сапфировых пластинах с известным химиче�
ским составом. Влияние подложек на флуорес�
центные спектры исключалось подбором условий
эксперимента (угол падения излучения 0.25o, раз�
мер щелей перед образцом 0.1 × 10 мм). Обработ�
ка экспериментальных спектров проводилась с
использованием программы PyMCA (ESRF) [40],
что позволило осуществить качественный анализ

1 мм

Рис. 1. Обзорная микрофотография поперечного сре�
за хвоста хрящепалого геккона (смонтирована из
10 снимков). Окрашивание методом Ван�Гизона,
объектив – 1.6×.

300 мкм

Рис. 2. Микрофотография поперечного среза через
хвостовой позвонок хрящепалого геккона. Окраши�
вание гематоксилин�эозином, объектив – 5×.
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состава образцов и дать предварительную количе�
ственную оценку.

Исследовано четыре образца: S3�M2 и F3�M2
из эксперимента М2 и образцы S1�M3 и F1�M3 из
эксперимента М3 (F – полетная группа, S – отло�
женный синхронный контроль, М2 – спутник
“ФОТОН�М” № 2, летавший 16 сут, а М3 –
“ФОТОН�М” № 3, летавший 12 сут). На рис. 3
приведены полученные спектры.

Присутствие на всех спектрах пика от аргона
обусловлено взаимодействием рентгеновского
излучения с воздухом, а наличие пика от никеля
объясняется конструктивными особенностями
используемого флуоресцентного детектора. Раз�
личие в интенсивности выхода флуоресценции от
Ca (рассматриваемого в качестве основного эле�
мента костной матрицы) для образцов можно
объяснить индивидуальными изменениями их
плотности.

Проведенные исследования показали, что в
обеих сериях различия в элементном составе по�
летного (F) и синхронного (S) образцов в рамках
каждой из серий незначительны, что может быть
связано с индивидуальными особенностями объ�
ектов. В составе образцов серии М2 обнаружено

наличие следующих элементов: Ca, Zn, Fe, Sr, Cu,
As, Pb, Br, S. Различие между образцами F3�M2 и
S3�M2 проявляется в изменении интенсивности
выхода флуоресценции от элементов Cu, Pb, S, Sr.
В составе образцов серии М3 обнаружены следу�
ющие элементы: Ca, Zn, Fe, Sr, Cu, S. Разница в
составе образцов F1�M3 и S1�M3 наблюдается в
интенсивности выхода флуоресценции от Fe, Zn,
Sr. 

Сопоставление результатов для серий М2 и М3
выявило следующие особенности:

– увеличение сигнала от Ca и Sr для образцов
серии М3;

– отсутствие в составе образцов серии М3 эле�
ментов As, Pb, Br;

– снижение интенсивности сигнала от Cu в
образцах серии М3.

Такое различие в составе образцов может быть
обусловлено особенностями проведения орби�
тальных экспериментов, методов подготовки и
хранения образцов.

Растровая электронная микроскопия. Проведе�
ны дополнительные исследования элементного
состава образцов S3�M2 и S1�M3 методом растро�
вой электронной микроскопии (Quanta 200 3D,
FEI, USA) с детектором рентгеновского энерго�
дисперсионного микроанализа (EDAX, USA)
[41]. Энергодисперсионный микроанализ выпол�
нялся в условиях вакуума (~10–3 торр), что позво�
ляло проводить регистрацию флуоресцентного
рентгеновского сигнала, в том числе от легких
элементов (начиная от бериллия). Глубина про�
никновения электронов при ускоряющем напря�
жении 30 кВ порядка 5–6 мкм, что позволяет ис�
следовать только приповерхностные области.
Фотографии образцов на рис. 4 показывают, что
поверхность исследуемых образцов имеет слож�
ное строение, исключающее непосредственную
возможность исследования их химического со�
става в отдельно взятых областях, в частности в
центральной части, где и расположена костная
ткань позвонка. Полученные результаты показа�
ли наличие элементов C, O, Na, Al, Ca, K, Mg, P,
Cl (рис. 4). Было обнаружено различие в составе
исследованных образцов, которое может быть
обусловлено микронеоднородностями поверхно�
сти, вызванными индивидуальными особенно�
стями. Интенсивность выхода флуоресценции от
более тяжелых элементов (с энергией выше 4 кэВ)
находилась на пределе чувствительности системы
детектирования.

Столь существенное различие в полученных
данных о химическом составе образцов из иссле�
дований РФА и РЭМ может быть объяснено неод�
нородным распределением элементов в образ�
цах – т.е. можно сделать вывод, что тяжелые эле�
менты сконцентрированы в глубине образца, что

5
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Рис. 3. Флуоресцентные спектры от образцов хвосто�
вых позвонков хрящепалого геккона: а – S3�M2 и
F3�M2 из серии М2, б – S1�M3 и F1�M3 из серии М3.
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подтверждается представленными ниже данными
рентгеновской микротомографии.

Абсорбционная рентгеновская микротомогра�
фия. Томографические исследования объемной
структуры образцов костной ткани животных,

побывавших в условиях микрогравитации, были
выполнены на лабораторном рентгеновском
микротомографе в ИК РАН [42] и на синхротрон�
ных станциях “Медиана” и “РТ�МТ” [43] НИЦ
“Курчатовский институт”. Лабораторный томо�
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граф ранее использовался для исследования дру�
гих костных материалов [24, 32–34, 36]. Синхро�
тронные станции “Медиана” и “РТ�МТ” для
проведения таких работ использованы впервые.
Типичные результаты восстановления внутрен�
ней структуры образцов представлены на рис. 5, 6.

Для проведения исследований методом селек�
тивной по химическому составу рентгеновской
микротомографии проводились исследования
биологических образцов на различных энергиях
рентгеновского излучения (5.4, 8.0 и 12.0 кэВ).
Целесообразность этих исследований для выяв�
ления различий в химическом составе образцов
обоснована выше. Проведенные исследования
показали, что на периферийных участках образ�
цов не содержится элементов с атомным номером
более 20 (что соответствует атомам кальция) или
их концентрация меньше чувствительности мето�
да. Это хорошо согласуется с данными растровой
электронной микроскопии. Кроме того, обнару�
жено существенное уменьшение (в 3–5 раз) ко�
эффициента поглощения рентгеновского излуче�
ния в образцах серии М2 по сравнению с образца�
ми серии М3. Это может говорить о том, что
фиксация образцов после полета в космос прово�

дилась в растворах, по�разному влияющих на
структуру образцов. Уменьшение среднего коэф�
фициента поглощения на образцах серии М2 поз�
волило, однако, обнаружить в них области, по�
глощающие существенно сильнее остальной
костной ткани (рис. 5). Это может свидетельство�
вать о том, что именно в этих областях (располо�
женных ближе к центральному каналу позвонка)
локализованы тяжелые элементы, обнаруженные
методом РФА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые проведено комплексное исследова�
ние влияния микрогравитации на процессы, про�
исходящие в элементах опорно�двигательного
аппарата (проксимальных хвостовых позвонках)
хрящепалого геккона. Данные традиционных ги�
стологических исследований сопоставлялись с
результатами рентгеновской микротомографии, а
также рентгенофлуоресцентного анализа и дан�
ными растровой электронной микроскопии.
Установлено, что в зависимости от условий экс�
перимента и способов приготовления препаратов
поглощающая плотность названных позвонков

(a)

(в)

(б)

(г)

0.0023

0.0009

0

0.0022

0.0008

0

0.0060

0.0035

0

0.003

0.002

0

Рис. 6. Томографическая реконструкция позвонков геккона: образцы F2�M2 (а), S2�M2 (б), F1�M3 (в), S3�M3 (г).
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может заметно меняться. Выявлены области по�
вышенной плотности, расположенные ближе к
центральному каналу позвонка. Следует отме�
тить, что соотношение поглощений на разных
участках костной ткани изменяется при варьиро�
вании длины волны зондирующего рентгенов�
ского излучения. Это косвенно указывает на не�
равномерность распределения элементного со�
става в объеме костей. В связи с этим установлена
корреляция данных рентгенофлуоресцентного
анализа с результатами рентгеновской микрото�
мографии.

По данным рентгенофлуоресцентного анализа
впервые установлен факт наличия в приведенных
структурах ряда тяжелых элементов (Fe, Ni, Cu,
Zn, Br, Sr) и выявлена неравномерность их рас�
пределения. Сопоставление данных электронной
микроскопии и рентгено�флуоресцентного ана�
лиза показывает, что эти элементы расположены
в глубине костной ткани (явно глубже, чем на
расстоянии 10 мкм от ее поверхности), что также
соответствует результатам рентгеновской микро�
томографии.

Логично предположить, что выявленные обла�
сти повышенной плотности (электронной плот�
ности), возможно, являются первичными цен�
трами оссификации.

В ходе дальнейших исследований необходимо
установить, насколько наличие сильнопоглоща�
ющих элементов, а также неравномерность их
распределения являются особенностями только
названных позвонков, и, насколько это справед�
ливо для других частей опорно�двигательного ап�
парата хрящепалого геккона.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 11�02�12110�офи�м�2011), часть рабо�
ты выполнена на оборудовании центра коллектив�
ного пользования ИК РАН и центра коллективного
пользования “Курчатовский центр синхротронного
излучения и нанотехнологий” в рамках государ�
ственного контракта № 16.552.11.7003.
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