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Изложены результаты исследований по разработке модели остеопороза у экспериментальных животных с по-
следующим анализом картины иммунного ответа тканей пародонта через 90 и 180 суток после начала формиро-
вания модели. Результаты исследования показали, что уменьшение числа ЕК-клеток в сочетании с увеличением 
Т-клеточной популяции (CD3+, CD4+, CD8+) отражает усиленный иммунный ответ в условиях повышенной антиген-
ной нагрузки при остеопорозе. При этом количественные показатели В-клеток, как показали проведенные исследо-
вания, остаются без изменений.
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The materials of the article contain data on the development of a model of osteoporosis in experimental animals, followed 
by a detailed description of the immune response of periodontal tissues 90 and 180 days after the beginning of the model 
formation. The results of the study showed that the decrease in the number of EC cells in combination with an increase in the 
T-cell population (CD3+, CD4+, CD8+) reflects an enhanced immune response in conditions of increased antigenic load in 
osteoporosis. At the same time, the quantitative indicators of B cells, as shown by the studies, remain unchanged.
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Воспалительно-дистрофическими заболева-
ниями пародонта страдают более 80  % на-
селения. Хронический генерализованный па-

родонтит (ХГП) все чаще встречается у пациентов 
молодого возраста, что определяет его как соци-
ально значимую медицинскую проблему [1, 2]. 
Хронический генерализованный пародонтит всег-
да протекает с убылью костной ткани, усугубляясь 
системным остеопорозом различной этиологии 
(гормональные нарушения, пре-, постменопа-
узный период, болезни обмена веществ) [3–5].  
Современные взгляды на развитие воспалитель-
но-деструктивных форм пародонтита дополняют-
ся исследованиями об изменениях в клеточном 
и гуморальном звеньях иммунитета тканей паро-
донта [6, 7]. Однако описания иммуногистохими-
ческой картины, наблюдаемой в альвеолярной 
кости при ХГП, особенно на фоне остеопороза 
костного скелета, в литературе весьма скудны 
[8, 9]. А ведь именно регенерация костных струк-
тур пародонта так важна при планировании ор-
топедического и имплантологического лечения.  
Изучение экспериментальной модели остеопо-
роза и механизма иммунного ответа при осте-
опорозе тканей пародонта даст возможность 
рекомендовать включение в комплекс терапии 
ХГП патогенетически обоснованной иммунокор-
регирующей терапии. В связи с вышесказанным 
особый интерес представляет гистохимическая 
оценка тканей пародонта в условиях прогресси-
рующего системного обменного заболевания ске-
лета – остеопороза (ОП).

Цель исследования – изучение иммунологических 
изменений в тканях пародонта у экспериментальных 
животных с остеопорозом костного скелета.

Материал и методы. Модель экспериментально-
го остеопороза создана у 14 взрослых овец северо-
кавказской породы. Животных разделили на основ-
ную (10) и контрольную (4) группы. Способ создания 
экспериментальной модели остеопороза овец осу-
ществляли по установленному протоколу [10].

В основной группе под общим внутривенным нар-
козом (Zoletil 50) проводили двухстороннюю оварио-
эктомию. Со второго дня после операции и в течение 
последующих 3 месяцев проводили ежедневные вну-
тримышечные инъекции дексаметазона по 0,12 мг/кг 
массы.

Экспериментальную модель считали окончатель-
но сформированной при плотности костной ткани 
нижней челюсти ниже 750 ЕД по шкале Хаунсфилда. 
В контрольной группе овариоэктомию животным не 
проводили.

Для формирования модели экспериментально-
го пародонтита животным в обеих группах вводили 

внутримышечно метилурацил в дозе 60 мг/кг 2 раза 
в сутки в течение 4 недель. Локальное поражение де-
сен и тканей преддверия рта вызывали с помощью 
аппликаций суспензии пчелиного яда в дозе 2 мг на 
килограмм веса животного. Каждому животному про-
ведено по 5 аппликаций с интервалом 5 суток. 

Исследование показателей клеточного и гумо-
рального иммунитета у экспериментальных животных 
проводили сразу после моделирования патологии, 
через 90 и 180 суток.

Использовали иммуногистохимический метод, 
модифицированный для исследования биоптатов 
слизистой оболочки и тканей пародонта. Изучали 
экспрессию CD3, CD4, CD8, CD20, CD16 и CD56-
антигенов иммуноцитов и цепей Т-клеточного рецеп-
тора лимфоцитов слизистой оболочки и тканей паро-
донта. Метод определения иммуноцитов на тканевых 
срезах позволил определить количество, локализа-
цию, признаки активности, особенности строения 
иммуноцитов. Исследования проводили на серий-
ных криостатных срезах. Определение маркеров им-
муноцитов слизистой оболочки проводили непря-
мым биотин-экстравидин-пероксидазным методом 
(G. S. Wood и R. Warnke, 1981).

Использовали моноклональные антитела к СD3, 
CD4, CD8, CD20; CD16 и CD56 и к ячейкам-Т-кле- 
точному рецептору. Локализацию первичных антител 
выявляли с помощью биотинилированных (вторич-
ных) антител и экстравидин-пероксидазного ком-
плекса (Sigma, США). 

Постановку иммуногистохимического анализа 
(для каждого биоптата) проводили параллельно с 
двумя положительными и с четырьмя негативными 
контролями для серии срезов. Подсчет положитель-
но окрашенных клеток (иммунореактивный) проводи-
ли с помощью микроскопа Olympus BX45, определе-
ние уровня цитокинов в сыворотке крови  – методом 
иммуноферментного анализа (ИФА). 

Результаты и обсуждение. В основной группе 
животных через 3 месяца плотность костной ткани 
челюстных костей по шкале Хаунсфилда составила 
705 ЕД, в контрольной группе – 945 ЕД.

На рисунке 1 (а, б) изображены отпечатки скрин-
шотов с экрана компьютера при проведении рент-
геновской денситометрии овец (выполненной для 
контроля формирования у животных остеопороза). 
К 3-му месяцу эксперимента явными становились 
конституциональные различия в строении скелета: 
животные в контрольной группе оказались явно круп-
нее, чем в основной, отличались ускоренной прибав-
кой веса и лучшим аппетитом.

Для подтверждения специфичности показателей 
состояния иммунологического аппарата слизистой 
оболочки десны при хроническом генерализованном 
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АЭК	–	3-амино-9-этилкарбазол
ЕК	 –	естественные киллеры
ЗФР	–	забуференный физиологический раствор 
КМЦ	–	карбоксиметилцеллюлоза

ОП	 –	остеопороз
РБТЛ	–	реакция бласттрансформации лимфоцитов 
ХГП	 –	хронический генерализованный пародонтит
СD	 –	кластер дифференцировки
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пародонтите проведено иммуногистохимическое ис-
следование тканей пародонта.

Установлено, что ЕК-клетки (естественные килле-
ры, CD16+, CD56+) слизистой оболочки локализова-
лись в базальном и шиповатом слоях. Их количество 
в эпителии составляло от 4 до 6 на 100 эпители-
оцитов. Сведения согласуются с литературными 
данными о малом количестве клеток Лангерганса в 
эпителиальном слое слизистой оболочки десны и 
о наличии участков, свободных от этих клеток [11].  
Отмечена высокая плотность ЕК-клеток в собствен-
но слизистой. 

б

а

Рис. 1. Результаты рентгеновской денситометрии 
челюстных костей овцы через 3 месяца после начала 

эксперимента. Скриншот с экрана компьютера:  
а – основная группа, б – контрольная группа

Таким образом, эпителиальный покров десен не 
является специализированным в восприятии анти-
генов, по сравнению с другими участками тканей 
пародонта. К 90-м суткам после окончания форми-
рования экспериментальной модели остеопороза в 
эпителии, который выстилает ткани десен у остеопо-
розных животных, число ЕК-клеток составляло от 3 до 
5 на 100  эпителиоцитов, однако в единичных препа-
ратах выявлены группы клеток в количество 10–15 на 
100 эпителиоцитов (рис. 2-1). Локализация ЕК-клеток 
к 180-м суткам не отличалась от срока в 90 суток, од-
нако в собственно слизистой отмечено резкое умень-
шение количества ЕК-клеток (рис. 2-2).

СD3+ клетки в пародонте контрольных животных-
локализовались в базальном и центральном отделе 
шиповатого слоя, в количестве 2–5 на 100 эпители-

оцитов (рис. 2-3). При остеопорозе отмечено зна-
чительное увеличение количества СD3+ клеток  – до 
15–20 на 100 эпителиоцитов (рис. 2-4).

В слизистой оболочке контрольной группы жи-
вотных с пародонтитом обнаружено от 5 до 9 СD4+ 
клеток, локализованных в основном в базальном 
и толще шиповатого слоя (рис. 2-5). В пределах 
эпителия слизистой оболочки при остеопорозе ко-
личество СD4+ клеток увеличивалось до 12–16 (на 
100  эпителиоцитов). Отмечена тенденция накопле-
ния СD4+ клеток на верхушках сосочков в базальных 
отделах эпителия (рис. 2-6). Около трети из всех об-
наруженных СD4+ клеток имели отростки различной 
длины.

Большинство СD8+ клеток тканей пародонта кон-
трольных животных размещалось в основе сосочков 
под базальной мембраной, то есть в собственной 
пластинке слизистой. В анализируемых препаратах 
обнаружено максимум до 5 СD8+ клеток на 100 эпи-
телиоцитов, локализованных в основном в базальном 
и близлежащих шиповатых рядах толщи эпителия 
(рис. 2-7). В эпителии слизистой оболочки животных 
с остеопорозом отмечено увеличение количества 
СD8+ клеток – до 10–15 на 100 эпителиоцитов. Клет-
ки локализовались в базальном и по всей толще ши-
поватого слоя. При этом СD8+ клетки образовывали 
группы в пределах эпителия и в собственно слизи-
стой (рис. 2-8).

В тканях пародонта животных контрольной груп-
пы обнаружены одиночные (1–3) СD20+ клетки в ши-
поватом слое эпителия (рис. 2-9). У остеопорозных 
животных их количество увеличивалось до 20–25 на 
100 эпителиоцитов уже к 90-м суткам моделирования 
(рис. 2-10).

Таким образом, в результате иммуногистохи-
мических исследований установлены отклонения 
показателей локального иммунитета слизистой 
оболочки пародонта. Указанные отклонения сви-
детельствуют об определенном уровне локальных 
иммунологических изменений, которые позволяют 
уточнить характер постнатального цито- и гисто-
генеза пародонта и его составных частей в связи с 
адаптацией тканей пародонта к явлениям остеопо-
роза для реализации возможности их полноценного 
функционирования. 

При сравнении с результатами исследова-
ния слизистой десны при пародонтите количество 
Т-лимфоцитарной популяции при остеопорозе выше, 
а количество ЕК-клеток, локализованных в эпителии 
и собственно слизистой, меньше, что соответствует 
диаметрально противоположным изменениям ло-
кального иммунитета слизистых оболочек при паро-
донтите и остеопорозе соответственно.

Заключение. При экспериментальном остеопо-
розе в пародонте на клеточном уровне наблюдается 
уменьшение числа ЕК-клеток в сочетании с увеличе-
нием Т-клеточной популяции (CD3+, CD4+, CD8+), а 
количественные показатели В-клеток остаются без 
изменений, что отражает усиленный иммунный от-
вет в условиях повышенной антигенной нагрузки при 
остеопорозе.

Обнаруженные локальные иммунологические 
отклонения при остеопорозе следует расценивать 
как расстройства в регуляции регенераторных про-
цессов, препятствующие ремоделированию и пере-
настройке всего тканевого гомеостаза зубоальве-
олярного пародонтального комплекса, что может 
составить основу разработки патогенетических ме-
тодов лечения заболеваний пародонта в случаях си-
стемного остеопороза. 
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Рис. 2. Микрофотография фрагмента биоптата зубоальвео-
лярного сегмента овцы: 1 – ЕК-клетки в количестве от 10 до 
15 на 100 эпителиоцитов через 90 суток после формирования 
экспериментальной модели остеопороза; 2  – резкое умень-
шение количества ЕК-клеток в собственно слизистой через 
180 суток после формирования модели. Криостатный срез; 
мкАТ1-CD16; проявка-аминоэтилкарбазол (АЭК); контрасти-
рование – гематоксилин; ок.10, об. 60; 3 – СD3+ клетки в коли-
честве 2 на 100 эпителиоцитов через 180 суток после начала 
исследования в контрольной группе; 4 – 15–20 СD3+ клеток на 
100 эпителиоцитов через 180 суток после формирования экс-
периментальной модели; 5 – СD4+ клетки в количестве 5–9 на 
100 эпителиоцитов в пародонте контрольной группы; 6 – 12–
16 СD4+ клеток на 100 эпителиоцитов через 180 суток после 
формирования экспериментальной модели; 7 – СD8+ клетки 
в количестве 5 на 100 эпителиоцитов в пародонте группы; 
8 – 10–15 СD8+ клеток на 100 эпителиоцитов через 180 суток 
после формирования экспериментальной модели; 9 – СD20+ 
клетки в количестве 1–3 на 100 эпителиоцитов (контрольная 
группа); 10 – 20–25 СD20+ клеток на 100 эпителиоцитов через 
90 суток после формирования экспериментальной модели. 
Криостатный срез; мкАТ1-СD3; проявка-АЭК, контрастирова-
ние – кислый гемалаун по П. Майеру; ок.15, об. 60

Информированное согласие. Экспериментальное 
исследование проведено в полном соответствии с 
требованиями надлежащей лабораторной практики 
(изложенными в национальном стандарте «Принципы 
надлежащей лабораторной практики» ГОСТ Р 53434-
2009), с соблюдением Международных принципов 
Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов и других 
научных целей (Страсбург, 1986), в соответствии с 
международными рекомендациями по проведению 
медико-биологических исследований с использова-
нием животных (1985), Общими этическими прин-

ципами экспериментов на животных (Россия, 2011), 
правилами лабораторной практики в Российской Фе-
дерации (приказ МЗ РФ № 267 от 19.06.2003) и поло-
жительным заключением этического комитета.

Финансирование. Исследование проведено в 
рамках государственного задания Министерства 
здравоохранения Российской Федерации на выпол-
нение научных исследований и разработок по теме 
«Направленная регенерация тканей пародонта в ус-
ловиях экспериментального остеопороза».

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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