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Аннотация. Цель работы — продемонстрировать возможности использования 
конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (КЛСМ) для оценки осте-
оинтеграционных свойств медицинских изделий, применяемых в челюстно-ли-
цевой хирургии. 
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Методика работы заключается в изучении с помощью КЛСМ поверхности 
минипластин и минивинтов из наноструктурированного титана марки Grade 4 и 
аналогичных изделий фирмы ООО «Конмет» в области контакта с костной тка-
нью после экспериментального остеосинтеза челюсти кроликов.

Основные результаты работы показали возможности метода конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии для исследования механизмов остеоинте-
грации в челюстно-лицевой хирургии.

Ключевые слова: конфокальная лазерная сканирующая микроскопия, нано-
структурированный титан, экспериментальный перелом, остеоинтеграция.
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Abstract. The aim of the work is to demonstrate the possibilities of using confocal 
laser scanning microscopy (CLSM) to assess the osseointegration properties of medical 
devices used in maxillofacial surgery.

The methodology of the work consists in the studying the surface of mini-plates and 
mini-screws made of Grade 4 nanostructured titanium and similar products of Konmet 
LLC in the area of contact with bone tissue after experimental osteosynthesis of the jaw 
of rabbits with the help of KLSM.

The main results of the work showed the possibilities of the KLSM method for stud-
ying the mechanisms of osseointegration in maxillofacial surgery.

Keywords: confocal laser scanning microscopy, nanostructured titanium, experimen-
tal fracture, osseointegration.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время при изготовлении изделий для челюстно-лицевой хирур-

гии в большинстве случаев применяют титан и титановые сплавы за счет их преи-
муществ — сочетания механической прочности, коррозионной стойкости и био-
совместимости [1–4]. Современные способы обработки материалов, в частности, 
один из наиболее перспективных методов интенсивной пластической деформации 
(ИПД) — равноканальное угловое прессование по схеме «Конформ» (РКУП-Кон-
форм) — позволили в 1,5 раза увеличить прочностные свойства технически чисто-
го титана за счет наноструктурирования [5], что демонстрирует его преимущества 
перед используемыми в настоящий момент сплавами титана. Это позволяет мини-
атюризировать медицинские изделия [6], что чрезвычайно актуально для челюст-
но-лицевой хирургии с целью уменьшения инвазивности операции. 

Однако на сегодняшний момент биомедицинские свойства нанотитана еще 
не до конца изучены, так как преимущественно исследования проводились в 
условиях in vitro. Кроме того, недостаточное внимание уделяется исследованию 
поверхности готовых изделий и взаимосвязи между качеством поверхности го-



251ГИСТОГЕНЕЗ, РЕАКТИВНОСТЬ И РЕГЕНЕРАЦИЯ ТКАНЕЙ

товых изделий, процессом остеоинтеграции и последующей реабилитации па-
циента.

Изучение зоны контакта титановой конструкции с костью и окружающими 
ее мягкими тканями осложняется выбором применения тех или иных методов. 
Например, для мягких и костных тканей подходят световая микроскопия, имму-
ногистохимические (ИГХ) методы, морфометрия [7]. Для титановых же изделий 
возможно изучение их поверхности с извлечением из тканей либо путем изго-
товления шлифов из блока костной ткани, что ведет к изменению кости в ходе 
термического воздействия в результате трения. Изготовление шлифов из миниа-
тюрных изделий может привести к механическому разобщению тканей. 

При решении ряда задач в области биотехнологий часто возникает необхо-
димость получения данных об объекте исследования в трехмерном объеме (3D). 
Для решения таких задач идеально подходит появившийся сравнительно недав-
но новый класс приборов ‒ конфокальный лазерный сканирующий микроскоп 
(КЛСМ) [8]. В основе данного метода лежит применение специальной конфо-
кальной оптической схемы, позволяющей отсечь внефокусные лучи света и таким 
образом существенно увеличить контрастность изображения. Применение лазера 
в качестве источника света совместно с высокоточной системой сканирования по-
верхности объекта позволяет получать изображения с разрешающей способностью 
до 120 нм в горизонтальной плоскости ХУ и до 10 нм вдоль вертикальной оси Z. 

Основным преимуществом КЛСМ является возможность получения точных 
трехмерных моделей поверхностей исследуемых объектов за счет перемещения 
объектива вдоль оси Z. Кроме того, благодаря сканированию объекта лучом ла-
зера, не требуется его электрическая проводимость, что обычно достигается на-
пылением частиц благородных металлов в вакууме, а отсутствие необходимости 
в вакуумной системе позволяет снизить требования к чистоте поверхности об-
разца. Также использование напыления металлами искажает цветовую характе-
ристику поверхности, например, при использовании сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ). По сравнению с получившей широкое распространение 
атомно-силовой микроскопией КЛСМ имеет большой диапазон сканирования 
вдоль оси Z, что позволяет исследовать образцы, поверхность которых имеет 
большие перепады высот. 

Наибольшую популярность метод КЛСМ получил в биологических исследо-
ваниях, для которых, собственно, он и был изначально разработан. В то же время 
его применение в материаловедении менее распространено, несмотря на то что с 
помощью КЛСМ можно проводить точные 3D измерения элементов поверхно-
сти [8, 9]. Данное исследование демонстрирует возможности метода КЛСМ на 
конкретных примерах использования прибора LЕХТ 0LS4000 (Оlimpus). 

Целью работы явилось исследование поверхности минипластин и минивинтов, 
изготовленных из наноструктурированного технически чистого титана, со стандарт-
ными минипластинами и минивинтами заводского производства из титанового спла-
ва, применяемых в настоящее время в челюстно-лицевой хирургии, а также проведе-
ние сравнительного испытания in vivo обоих видов конструкций на кроликах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментально-морфологические исследования проводились на 53 по-

ловозрелых кроликах-самцах породы Шиншилла массой 2,5–3 кг. Содержание, 
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кормление, уход за животными и выведение их из эксперимента осуществляли в 
соответствии со строгим соблюдением принципов, изложенных в Конвенции по 
защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и других 
целей (Страсбург, Франция, 1986) и согласно Правилам надлежащей лабораторной 
практики Российской Федерации (приказ Минздрава РФ № 199н от 01.04.2016). 

В 1-й серии исследования (25 животных) была разработана экспериментальная 
модель открытого перелома нижней челюсти, зафиксированного с помощью на-
ноструктурированных минипластин и минивинтов (обработка титана марки Grade 
4 методом РКУП-Конформ). Во 2-й серии (25 животных) фиксация отломков осу-
ществлялась стандартными минипластинами и минивинтами ООО «Конмет». 

Кроликам под внутримышечным наркозом раствором Телазола и инфиль-
трационной анестезией раствором Артикаина выполнялся разрез мягких тканей 
параллельно телу нижней челюсти, перевязывались и пересекались лицевые со-
суды, скелетировалось тело нижней челюсти до передней границы жевательной 
мышцы, с помощью стоматологической фрезы на прямом наконечнике с приме-
нением водяного охлаждения выполнялась остеотомия кортикальной пластинки 
перпендикулярно к нижнему краю нижней челюсти. Далее с помощью прямого 
долота и молотка создавалась модель полного перелома нижней челюсти. От-
ломки закреплялись с помощью пластин и винтов по 2 винта на каждом отломке 
с достижением постоянной иммобилизации. Ткани ушивались послойно с ис-
пользованием материала Викрил 4-0.

Контролем служила группа из трех животных, у которых под внутримышеч-
ным наркозом раствором Телазола и инфильтрационной анестезией раствором 
Артикаина были взяты мягкие ткани и фрагмент нижней челюсти после созда-
ния экспериментального травматического перелома без фиксации отломков.

Все животные операцию перенесли удовлетворительно, осложнений в после-
операционном периоде во время остеосинтеза не зафиксировано. По 5 животных 
первой и второй серии путем ингаляции летальной дозы эфира выводили из опы-
та на 7-е, 14-е, 21-е, 28-е, 40-е сутки после операции. 

Объектом исследования во всех сериях служила экстерпированная нижняя 
челюсть в зоне перелома, а также мягкие ткани, окружающие область хирургиче-
ского вмешательства.

Для светооптических исследований материал фиксировали в 10%-ном вод-
ном растворе нейтрального формалина, спирт-формоле, затем проводили де-
кальцинацию костных объектов в 4%-ном растворе ЭДТА (трилона В) в течение 
10 суток и дофиксировали вновь в 10%-ном растворе нейтрального формалина. 
После фиксации материал обезвоживали в спиртах возрастающей концентрации 
и заливали в целлоидин-парафин. Приготовление серийных срезов толщиной 
5–6 мкм осуществлялось на ротационном микротоме МПС-2. Депарафиниро-
ванные срезы были окрашены гематоксилином Майера и эозином. Для иденти-
фикации клеток с признаками пролиферации (синтезирующих протеин Ki-67), 
для оценки экспрессии синтеза протеинов p53, caspasa 3 и антиапоптотического 
белка bcl-2 использовали метод иммуногистохимии. Для этого срезы инкубиро-
вали с соответствующими моноклональными антителами (наборы «Kit» фирмы 
ДАКО, Дания) в рабочем разведении 1:50. Докрашивание ядер клеток проводи-
ли 0,5%-ным раствором метиленового зеленого на 0.1 М ацетатном буфере. Для 
визуализации структур использовали стрептавидин-биотиновый пероксидазный 
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метод. Подсчет окрашенных иммунопозитивных клеток (в процентах) осущест-
вляли при просмотре не менее 1000 клеток в различных полях зрения микроско-
па МБИ — 15.25 мм2, об. 90, ок. 10 [7].

Для оценки достоверности различий между двумя группами эксперименталь-
ных животных при нормальном распределении количественных данных исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. 

Макропрепарат челюсти исследовался в Тольяттинском государственном 
университете с помощью лазерного сканирующего конфокального микроскопа 
LЕХТ 0LS4000 (Оlimpus) при различном увеличении. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Светооптические исследования показали восстановление целостности по-

врежденной нижней челюсти после закрепления отломков вследствие проли-
ферации клеток камбиального слоя надкостницы и малодифференцированных 
мезенхимальных стромальных костномозговых клеток.

Исследования позволили выявить высокий пролиферативный и апоптотиче-
ский потенциал остеобластов в зоне контакта как с наноструктурированной по-
верхностью титанового имплантата, так и имплантатов ООО «Конмент». Однако в 
последнем случае отмечена экспрессия гена Ki-67 у остеобластов и эндотелиоцитов 
сосудов, что свидетельствовало об активации их пролиферативного потенциала.

Для проведения исследований на конфокальном лазерном сканирующем 
микроскопе экстерпированная нижняя челюсть с вживленным винтом и фик-
сированной пластиной разрезалась вдоль винта с сохранением фрагмента тита-
новой пластины медицинской фрезой с водяным охлаждением. Это позволило 
минимизировать локальный перегрев челюсти и винта. Разрез проходил вдоль 
центральной части винта, и одна из частей тканевого блока механически отде-
лялась с сохранением в нем интегрированного винта с оголением его резьбы для 
визуализации контакта.

Были изучены костные блоки в контакте с винтами наноструктурированного 
титана и винтами производства ООО «Конмет», извлеченные из костных блоков 
(на наличие интегрированных костных структур на их резьбовой части), а так-
же поверхность фрагмента пластины, контактировавшей с нижней челюстью (на 
наличие интегрированных костных структур). При большем увеличении резьбо-
вой части блока с наноструктурным титановым винтом визуализируется плот-
ный контакт поверхности резьбы с костной тканью, которая вросла в область 
между витками резьбы. 

Были изучены костные блоки в контакте с винтами производства ООО 
«Конмет», извлеченные из костных блоков винты на наличие интегрированных 
костных структур на их резьбовой части. На поверхности резьбовой части винта 
«Конмет» визуализируется плотное соединение тканей с поверхностью резьбы, 
но с преобладанием волокнистых структур в виде менее минерализованной «тем-
ной» ткани. При исследовании извлеченного из костного блока винта «Конмет» 
на резьбовой поверхности сохранились фрагменты интегрированной костной 
ткани, также с преобладанием менее минерализованных структур. При иссле-
довании поверхности пластины из наноструктурного титана, которая контакти-
ровала с поверхностью кости, обнаружены множественные фрагменты интегри-
рованной костной ткани вида «снежных шапок», в 3D формате визуализируется 
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сложный рельеф поверхности (рис. 1). На аналогичной поверхности пластин 
«Конмет» фрагментов интегрированной кости не обнаружено (рис. 2).

Рис. 1. Поверхность наноструктурированной титановой минипластины в 3D формате 
(КЛСМ)

Рис. 2. Поверхность минипластины фирмы ООО «Конмет» в 3D формате (КЛСМ)

Возможности КЛСМ позволяют измерить шероховатость поверхности пла-
стин, прилегающей к кости. Так, параметр шероховатости (Rz) поверхности пла-
стин «Конмет» составляет в среднем 3,4 µm, а наноструктурированных пластин ‒  
9 µm. Интерпретация значений шероховатости поверхности изделий после их 
эксплуатации позволяет судить о шероховатости исходных изделий и наличии на 
их поверхности интегрированных биологических структур, о чем свидетельству-
ет повышение значений у наноструктурированных изделий.

Таким образом, использование сканирующей электронной микроскопии 
зоны контакта винтов из наноструктурного титана и стандартных винтов завод-
ского изготовления позволило выявить высокий интеграционный потенциал 
данных медицинских изделий. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование КЛСМ в экспериментальных исследованиях позволяет ис-

следовать остеоинтеграционные свойства титановых изделий за счет визуализа-
ции интегрированных структур на поверхности металла и в контакте с тканевым 
блоком с сохранением их цвето-оптических характеристик. При этом сохраня-
ется возможность измерения объективных материаловедческих характеристик 
материала, такого как шероховатость, что является одной из важнейших характе-
ристик для металлов с остеоинтеграционными свойствами. 

Применение КЛСМ вместе с другими морфологическими методами под-
тверждает целесообразность использования наноструктурированного титана в 
стоматологии и челюстно-лицевой хирургии в сравнении с аналогичными изде-
лиями заводского производства.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ (междисциплинар-
ный проект № 20-69-47059 и частично проект № 20-63-47027).
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ВЛИЯНИЕ ФЕТАЛЬНОЙ БЫЧЬЕЙ СЫВОРОТКИ НА РОСТ КЛЕТОК 
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Аннотация. Целью работы является определение влияния фетальной бычьей 
сыворотки (FBS) на рост и морфологию клеток культуры рака молочной железы. 

Методика работы: анализ характеристик клеток первичной культуры рака 
молочной железы осуществляли с помощью проточной цитометрии: определяли 
экспрессию к эстрогену, Кi-67, панцитокератину и виментину.

Основные результаты работы: использование FBS при культивировании кле-
ток рака молочной железы увеличивает общее количество жизнеспособных кле-
ток, меняет их морфологию, а также количество клеток с экспрессией эстрогена 
и белка клеточной пролиферации Ki-67.

Ключевые слова: культура клеток рака молочной железы, фетальная бычья сы-
воротка, рецепторный аппарат клеток. 
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Abstract. The aim of the work is to determine the effect of fetal bovine serum (FBS) 
on the growth and morphology of breast cancer culture cells. 

The methodology of the work of work analysis of the receptor apparatus of primary breast 
cancer cells using flow cytometry: expression to estrogen, Ki-67, pancytokeratin and vimentin. 


