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ВВЕДЕНИЕ
Растровая электронная микроскопия (РЭМ) ши-

роко используется для визуализации объектов биоло-

гического происхождения в микро- и наномасштабах 

[1–4]. В настоящем исследовании в качестве объек-

та изучения был выбран дентин человеческих зубов. 

Часть подготовленных к исследованию методами 

РЭМ, но не использованных в эксперименте образцов 

дентина была оставлена в 95% растворе этанола при 

комнатной температуре. Через 1 мес при изучении 

морфологии этих образцов на поверхности дентина 

были обнаружены кристаллоподобные образования в 

виде «кустов», подобные представленным на рис. 1.

Целями данного исследования были описание 

обнаруженных кристаллических образований, их 

объемная визуализация с определением метрических 

характеристик, а также выявление механизмов их 

формирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для изучения морфологии поверхности дентина 

проведены точные продольные плоскопараллель-

ные распилы образцов зубов толщиной 1мм. Иссле-

дуемые поверхности полировали с использованием 

абразивных дисков Sof-LexTM (3M ESPE) различной 

степени зернистости вплоть до 1мкм и далее подвер-
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гали травлению 38% гелем ортофосфорной кислоты в 

течение 60 с с последующим промыванием дистилли-

рованной водой и обработкой в ультразвуковой (УЗ) 

ванне «Сапфир 1,3» (P
max

 = 130 Вт, время экспозиции 

– 5 мин) для удаления смазанного слоя.

Дегидратация осуществлялась проведением образ-

цов через растворы этилового спирта повышающейся 

концентрации с общим временем экспозиции 12 ч [5]. 

Подготовленные образцы выдерживали в раство-

ре 95% этилового спирта 30 сут, в течение этого пе-

риода происходили формирование и рост кристаллов 

на поверхности дентина. 

Дегазация исследуемых образцов осуществлялась 

в вакууме, с целью уменьшения накопления электро-

статического заряда на поверхности дентина прово-

дилось напыление золотом в атмосфере аргона.

Исследования проводили с использованием анали-

тического комплекса на базе растрового электронного 

микроскопа высокого разрешения SEM Mira\\LMU 

фирмы «TESCAN» с системой энергодисперсионного 

анализа EDX INCA ENERGY 350, 

«Oxford Instruments», используемо-

го нами для локального химическо-

го элементного анализа и изучения 

морфологии, и программного обе-

спечения Alicona 3D MeX (Alicona 

GmbH) [6].

Основными методами РЭМ 

являются регистрация излученных 

электронов с различными энер-

гиями и зонами генерации [7], в 

частности вторичных электронов, 

и анализ характеристического 

рентгеновского излучения, возни-

кающего в результате взаимодей-

ствия падающего электронного 

пучка с поверхностью образца. 

Исследования подготовлен-

ных образцов зубов методами 

РЭМ заключались в получении 

изображений изменения морфо-

логии поверхности дентина, свя-

занного с образованием на ней 

кристаллитов. Изучение морфо-

логии проводили в режиме детек-

тирования вторичных электронов, 

которые наиболее чувствительны 

к рельефу поверхности.

Для построения объемных об-

разов из 2-мерных изображений 

морфологии поверхности дентина 

с обнаруженными на ней кристал-

лами использован пакет приклад-

ных программ Alicona 3D MeX.

Химический элементный со-

став кристаллов на поверхности 

дентина определяли с помощью 

энергодисперсионной системы 

микроанализа РЭМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфология кристаллов на по-

верхности дентина
В ходе исследования морфо-

логии дентина методами РЭМ на 

поверхности образцов, обрабо-

танных 38% гелем ортофосфорной 

Рис. 1. РЭМ-изображения морфологии одиночного кристалла (а, б) и группы 

кристаллов (в, г) на поверхности дентина, полученные в режиме детектиро-

вания вторичных электронов. Масштаб указан на электронных изображениях

а б

в г

20 мкм 10 мкм

20 мкм 10 мкм

Рис. 2. РЭМ-изображение морфологии поверхности образцов дентина, не 

подвергшихся экспозиции в растворе этанола в течение 30 сут при разном 

увеличении

а б

100 мкм 50 мкм
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кислоты и выдержанных в течение 30 сут в растворе 

этанола, обнаружены самообразующиеся структуры, 

характерное изображение которых приведено на рис. 

1. Образования «астроподобного» вида располагались 

в виде скоплений и характеризовались локальным 

направленным ростом. 

Следует отметить, что на поверхности дентина, из 

процесса подготовки которого исключена длитель-

ная экспозиция в растворе этанола, кристаллические 

образования не обнаружены (рис. 2). 

Объемная визуализация кристаллических образо-
ваний

Построены 3-мерные модели (3D) кристалличе-

ских образований, обнаруженных на поверхности 

дентина.

Для построения 3D-модели из 2-мерных изо-

бражений морфологии образцов дентина исполь-

зован пакет прикладных программ Alicona 3D MeX. 

Программа генерирует 3-мерное изображение путем 

восстановления объема из нескольких плоских про-

екций, полученных при различных углах падения 

электронного луча на исследуемый образец. При 

этом проекции фиксируются таким образом, чтобы 

область электронного облучения оставалась посто-

янной. В процессе исполнения алгоритма автомати-

чески выбираются гомологичные точки, расстояния 

между которыми при совмещении проекций одно-

значно определяют высоту объекта. 

Способы построения объемной модели
Существуют 2 способа изменения углов наблюде-

ния образца: 

• по изменению направления падения электрон-

ного луча на поверхность, при котором луч откло-

няется от нормали к плоскости образца под воздей-

ствием магнитных линз. Однако этот способ имеет 

ряд недостатков. В частности, угол наклона луча не 

превышает 2° из-за конструктивных особенностей ко-

лонны микроскопа; изображение 

не всегда четкое вследствие потери 

фокуса из-за наклона луча. Указан-

ный способ применим для анализа 

гладких поверхностей с незначи-

тельной шероховатостью;

• по изменению наклона дер-

жателя предметных столиков, т.е. 

наклона самих образцов относи-

тельно луча. Метод выглядит более 

привлекательным по сравнению 

с 1-м, поскольку допускает изме-

нение положения столика в про-

странстве, что дает возможность 

исследовать образцы различной 

сложности. Наклон может произ-

водиться в автоматическом и руч-

ном режиме. 

Общим недостатком для обоих режимов явля-

ется расфокусировка при изменении угла наклона 

при работе с большими увеличениями, так как про-

граммное обеспечение микроскопа не позволяет 

производить эвцентрический наклон столика (рис. 

3), при котором ось наклона проходит через точку 

падения электронного луча на образец. При отсут-

ствии функции эвцентрического наклона последняя 

имитируется путем последовательного изменения 

угла наклона и перемещения столика в простран-

стве. При этом важно сохранять размеры области 

электронного облучения постоянными для кор-

ректного преобразования 2-мерных изображений в 

3-мерные.

В настоящем исследовании для получения объем-

ных изображений использован ручной режим.

Результаты объемной визуализации
Результаты проведенного 3D-моделирования кри-

сталлических структур на дентинной матрице пред-

ставлены на рис. 4, 5. Полученные 3D-изображения 

содержат фрагменты подложки и обнаруженные на 

ней кристаллы. Изображения позволяют визуализи-

ровать общую форму кристаллов и рассчитать их ме-

трические характеристики, в частности, характерные 

размеры всего образования и объем.

Однако построенные 3D-изображения отлича-

ются от реальных кристаллов тем, что мелкие дета-

ли рельефа поверхности на них не разрешены (см. 

рис. 5). В частности, не отображены ярко выражен-

ные пики и лепестки, хорошо визуализированные 

в 2-мерном изображении. Невоспроизведение де-

талей связано с тем, что электронный луч не про-

никает между экранирующими его выступающими 

фрагментами кристалла даже при больших углах 

наклона образца относительно нормали к исходной 

поверхности. Программа, естественно, не учитыва-

ет те нюансы, которых нет в исходной информа-

ции. 

Рис. 3. Наклон, допускаемый РЭМ: 

K
ne

 – ось наклона (слева) и эвцен-

трический наклон; K
ez

 – ось эвцен-

трического наклона (справа)

K
ne

K
ez

Рис. 4. РЭМ-изображение мор-

фологии одиночного кристалла на 

подложке из дентина

5 мкм
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Если часть информации потеряна, следует сопо-

ставлять модель объекта с его 2-мерными изображе-

ниями для их взаимного дополнения или использовать 

встроенную процедуру интерполяции, восстанавли-

вающую недостающие фрагменты 3D-образа. На рис. 

6 представлена 3D-модель кристалла до и после про-

цедуры интерполяции.

Определены метрические характеристики моде-

ли. Ее характерные размеры не изменялись в резуль-

тате интерполяции и составляли 16,5•16,2•11,1 мкм 

(рис. 7). Объем модели кристалла с неразрешенными 

мелкими деталями рельефа составлял 297 мкм3, а по-

сле интерполяции – 459 мкм3. Указанные объемы 

составляют соответственно 0,1 и 0,17 объема пря-

моугольного параллелепипеда, описанного вокруг 

модели. Очевидно, потеря информации о форме ис-

следуемого объекта приводит к ошибке в определе-

нии его объема.

Химический состав кристаллических образований
Для участка поверхности дентина с обнаружен-

ными на ней кристаллами представлены морфоло-

гия и карты распределения основных химических 

элементов (рис. 8). Плотность распределения белых 

пикселей (см. рис. 8, б–e) соответствует распределе-

нию в образце соответственно кальция (б), фосфора 

(в), кислорода (г), углерода (д) и кремния (е). 

На рис. 9 для того же участка поверхности дентина 

представлены совмещенные карты распределения хи-

мических элементов в цвете (слева), и удивительные 

цветовые ассоциации из живой природы (справа).

Анализируя карты распределения химических эле-

ментов, представленные на рис. 8, 9, можно сделать 

вывод, что основными элементами, формирующими 

кристалл, являются кальций, фосфор и кислород. 

Для проведения сравнительного анализа хими-

ческого состава кристалла и дентинной матрицы 

были выбраны 4 области (рис. 10), 

в каждой из которых проводил-

ся энергодисперсионный анализ. 

Области 1 и 2 были выбраны на 

поверхностях кристалла, области 

3, 4 – на подложке из дентина.

В табл. 1 и 2 представлены ве-

совое и атомное процентное содер-

жание химических элементов на 

участках, отмеченных на рис. 10.

Заметим, что в исследуемых 

образованиях (области 1, 2) отме-

чается значительное содержание 

кислорода и высокое по сравне-

нию с подложкой (области 3, 4) 

содержание кальция и фосфора, 

что позволяет классифицировать 

кристалл как кальций-фосфатное 

соединение. Повышенное содер-

жание углерода в областях 3, 4 ука-

зывает на органическую природу 

подложки.

Эти данные убедительно под-

тверждают независимость состава 

от предварительной обработки. 

Таким образом, рост наблюдаемых 

структур происходит путем конеч-

ного перераспределения материа-

ла дентина. Повышенное же со-

держание углерода в областях 3, 4 

подтверждает органическую при-

роду дентинной подложки, а его 

отсутствие в областях 1, 2 является 

дополнительным доказательством 

того, что информация о составе 

образований не включает в себя 

данные о составе подложки.

Для идентификации кристалла 

в настоящей работе использовался 

Рис. 5. 3D-модель кристалла в 3 проекциях (а, в, д) и соответствующее 

распределение высот (б, г, е)

а б

в г

д е
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общеизвестный характеристический параметр орто-

фосфатов кальция, применяемый в стоматологии, – 

кальций-фосфорное соотношение.

В 3-компонентной системе Ca(OH)
2
-H

3
PO

4
-H

2
O 

существуют 11 неионнозамещенных ортофосфатов 

с ионным отношением кальция к фосфору от 0,5 

до 2,0 [8]. Например, для гидроксиапатита кальция 

Са
10

(РО
4
)

6
(ОН)

2
 отношение кальция к фосфору в 

объеме материала равно 1,67. Кальций-дефицитным 

апатитам Са
10-x

(НРО4)
x
(РО4)

6-x
(ОН)

2-x
, (0<х<1) соот-

ветствует пониженное кальций-фосфорное соотно-

шение 1,5<Ca/P<1,67 [8, 9]. Экспериментально по-

лученные значения отношения Ca/P в наблюдаемых 

образованиях близко к 1, что соответствует дикаль-

цийфосфатдигидрату (ДКФД) или минералу брушиту 

(СаНРO
4
•2Н

2
O). 

Механизмы формирования кристаллов
Наблюдаемое в эксперименте формирование 

кристаллических структур на матрице из дентина мо-

жет быть объяснено следующим образом.

Зарождение и формирование кристаллов проис-

ходит на неоднородностях границах микротрещин 

и изломов, образующихся в процессе препарирова-

ния дентина, при этом в качестве источника ионов 

кальция может выступать подвергшийся деструкции 

гидроксиапатит кальция приповерхностного слоя 

дентина. 

Рис. 6. 3D-изображение кристалла до (а) и после (б) процедуры интерполяции 

а б

Рис. 7. Характерные размеры моде-

ли обнаруженного кристалла (мкм)

16,2

16,5

1
1

,1

Рис. 8. Изображение морфологии поверхности дентина, полученное в режиме детектирования вторичных элек-

тронов (a), и карты распределения химических элементов в образце: б – кальция; в – фосфора; г – кислорода; д 

– углерода; е – кремния

а б в

г д е

5 мкм
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Перенос вещества из разломов на поверхность 

происходит за счет диффузии ионов, входящих в со-

став пери- и интертубулярного дентина. Диффузия 

происходит с участием агента-переносчика ионов 

- раствора этанола, в который помещены подготов-

ленные образцы. Перенесенные ионы осаждаются на 

неоднородностях поверхности дентина.

РЭМ-изображения морфологии поверхности 

дентина, подвергшейся деструкции, представлены на 

рис. 11, а, б.

Обнаруженные образования в трещинах и раз-

ломах визуализируют то, что на участках с разви-

той поверхностью чаще происходит зародышео-

бразование и наблюдается рост кристаллических 

структур. 

Края, изломы – это области с механическими 

разрушениями с высоким содержанием дефектов, 

что приводит к увеличению значений коэффициен-

тов диффузии и изменению механизма диффузии – 

от объемной к поверхностной. Развитая поверхность, 

приводящая к росту активных 

центров кристаллизации, а также 

большое количество дефектов на 

поверхности и переход объемной 

диффузии в поверхностную хоро-

шо объясняют наблюдаемые обра-

зования. Указанные выше эффек-

ты согласуются с предположением 

о том, что лимитирующий меха-

низм – это диффузия реагентов, 

составляющих растущие кристал-

лические образования, единствен-

ным источником которых является 

дентин. Если эти вещества выхо-

дят из дентина, лимитирующим 

могло бы быть образование ак-

тивных ионов. В этом отношении 

вода могла бы, на первый взгляд, 

быть эффективнее этанола, но есть 

ряд других возможных процессов, 

которые могли бы трансформиро-

вать гидроксиапатиты.

Отметим, что многократное 

протравливание исследуемых об-

разцов ортофосфорной кислотой 

приводит к снижению скорости 

образования кристаллов, что, по-

видимому, может быть объяснено 

сглаживанием поверхности ден-

тина и уменьшением количества 

активных центров. Другой при-

чиной является то, что источник 

вещества для формирования кри-

сталлов ограничен.

ВЫВОДЫ
В результате проведенной се-

рии экспериментов:

1) обнаружены кристаллопо-

добные структуры на поверхности 

дентина, протравленного 38% ге-

лем ортофосфорной кислоты и вы-

держанного в 95 % растворе этано-

ла в течение 30 дней при комнатной 

температуре; 

2) применение методов рент-

геноспектрального анализа по-

Рис. 9. Карты распределения химических элементов в образце (а, в, д) и 

цветовые ассоциации из живой природы (б, г, е): а – распределение синих 

пикселей соответствует распределению фосфора, красных – кислороду, 

зеленых – кремнию; в – красным цветом обозначено распределение каль-

ция, синим – кислорода, зеленым кремния; д – зеленым цветом – распре-

деление кальция, красным – кислорода, синим – кремния; б – синяя астра, 

г – красная астра, е – желто-зеленая астра

а б

в г

д е

20 мкм

20 мкм

20 мкм
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Л И Т Е Р А Т У Р А

Таблица 1 

РЕНТГЕНОСПЕКТРАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ХИМИЧЕСКОГО 
СОСТАВА ОБРАЗЦА ДЛЯ РАЗЛИЧНЫХ ОБЛАСТЕЙ 

(РЕЗУЛЬТАТЫ УКАЗАНЫ В ВЕСОВЫХ ПРОЦЕНТАХ)

Область C O Si P Ca

1 (образование) 7,91 34,14 – 22,49 35,46

2 (образование) 15,48 49,65 0,95 14,58 19,33

3 (подложка) 60,04 35,51 1,66 0,81 1,98

4 (подложка) 57,29 36,91 3,77 – 2,03

Таблица 2 

РЕНТГЕНОСПЕКТРАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ХИМИЧЕСКОГО 
СОСТАВА ОБРАЗЦА ДЛЯ РАЗЛИЧНЫХ ОБЛАСТЕЙ 

(РЕЗУЛЬТАТЫ УКАЗАНЫ В АТОМНЫХ ПРОЦЕНТАХ)

Область C O Si P Ca

1 (образование) 14,96 48,46 – 16,49 20,09

2 (образование) 23,96 57,69 0,63 8,75 8,97

3 (подложка) 67,98 30,19 0,80 0,36 0,67

4 (подложка) 65,69 31,77 1,85 – 0,70

зволило определить химический состав образований, 

которые представляют собой кальций-фосфатные 

соединения;

3) впервые визуализированы 3D-структуры кри-

сталлов фосфата кальция на поверхности дентина с 

применением растровой электронной микроскопии 

и программного комплекса Alicona 3D MeX. Особен-

ностью построения объемных изображений объектов 

со сложной геометрией является частичная потеря 

информации, заключающаяся в том, что мелкие дета-

ли рельефа их поверхности не разрешены. Установле-

но, что источником ошибок являются экранирование 

электронного луча выступающими фрагментами ис-

следуемого объекта и отсутствие функции эвцентри-

ческого наклона образца в используемом растровом 

электронном микроскопе;

4) определены метрические характеристики кри-

сталлов фосфата кальция: его характерные размеры и 

объем. Выявлено, что потеря мелких деталей релье-

фа в построении приводит к ошибке в определении 

объема кристалла;

5) описан механизм самопроизвольного форми-

рования кристаллов фосфата кальция на дефектах 

поверхности дентина за счет диффузии веществ в 

растворе, в результате которой дентин со временем 

становится пространственно неоднородным веще-

ством. Выявлено, что формирование и рост кристал-

лов происходят путем конечного перераспределения 

ионов диффундирующих веществ.

Описание механизмов формирования кристаллов 

фосфата кальция на поверхности дентина, а также их 

объемная визуализация могут быть применены для ис-

следования кинетики процессов образования и роста 

кристаллов и для изучения влияния образовавшихся 

кристаллов на процессы репарации с образованием 

заместительного дентина после его препарирования.

Рис. 10. Электронное изображение 

морфологии поверхности дентина 

с указанием областей, в которых 

определялся химический элемент-

ный состав. Пояснения в тексте Рис. 11. РЭМ-изображения кристаллов в разломах материала дентина

а б
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