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Резюме __________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Определить влияние синтетического гидроксиапатита в составе композита с 
аутофибрином на неспецифическую резистентность эпителиальных клеток слизи-
стой носа и щеки.
Материалы и методы. Исследование проведено на основании соскобов со слизи-
стой полости носа и щеки у 27 здоровых добровольцев. Сформировано 27·12=324 
цитологических препарата. In vitro проведен эксперимент с микроскопией под им-
мерсионным увеличением, показывающий влияние экспериментальных агентов, та-
ких как пероксид водорода и компоненты композита (на основе гидроксиапатита и 
аутофибрина), на эпителиальные клетки слизистой дна полости носа и щеки. In vitro 
установлено, что при контакте эпителиоцитов с дистиллированной водой значи-
тельно повреждаются клетки эпителия, поэтому 3% пероксид водорода разбавляли 
физиологическим раствором 1:10.
Результаты. Аутофибрин снижает деструктивное действие гидроксиапатита и по-
вышает безопасность композита. Установлено, что степень негативного воздействия 
экспериментальных агентов на эпителий увеличивалась в ряду: аутофибрин > ком-
позит аутофибрин/гидроксиапатит > раствор пероксида водорода > гидроксиапатит 
> дистиллированная вода. При использовании аутофибрина в композите с гидрокси-
апатитом эпителиоциты носа и щеки имели более высокие показатели неспецифиче-
ской резистентности по отношению к гидроксиапатиту.
Заключение. Установлено, что для улучшения показателей неспецифической рези-
стентности необходимо использовать гибридные композиты аутофибрин/гидрокси-
апатит, в которых аутофибрин уменьшает негативное влияние гидроксиапатита на 
эпителиоциты слизистой оболочки носа и щеки.
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Abstract __________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To determine the eff ect of synthetic hydroxyapatite as part of a composite with 
autofi brin on the nonspecifi c resistance of epithelial cells of the nasal and buccal mucosa.
Materials and methods. The study was conducted on the basis of scrapings from the 
mucous membrane of the nasal cavity and cheeks in 27 healthy volunteers. 27·12=324 
cytological preparations were formed. An in vitro experiment was carried out with 
microscopy under immersion magnifi cation, showing the eff ect of experimental agents, 
such as hydrogen peroxide and composite components (based on hydroxyapatite and 
autofi brin) on the epithelial cells of the mucous membrane of the fl oor of the nasal cavity 
and cheek. In vitro, it was established that epitheliocytes were signifi cantly damaged 
upon contact with distilled water, so 3% hydrogen peroxide was diluted by saline as 1:10.
Results. Autofi brin reduces hydroxyapatite destructive eff ect and increases the safety 
of the composite. It was established that the degree of negative impact of experimental 
agents on the epithelium increased in the following order: autofi brin > autofi brin/
hydroxyapatite composite > hydrogen peroxide solution > hydroxyapatite > distilled 
water. When using autofi brin in a composite with hydroxyapatite, epithelial cells of the 
nose and cheeks had higher rates of nonspecifi c resistance against hydroxyapatite.
Conclusion. It has been established that in order to improve nonspecifi c resistance 
indicators, autofi brin/hydroxyapatite hybrid composites should be used, in which 
autofi brin reduces the negative eff ect of hydroxyapatite on the epithelial cells of the nasal 
and buccal mucosa.
Keywords: autofi brin, hydroxyapatite, composites, epithelial cells, nonspecifi c resistance
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  ВВЕДЕНИЕ
Оценка местного иммунитета и экспресс-анализ влияния различных агентов, 

трансплантатов, а также гибридных материалов на клетки организма всегда пред-
ставляют большой интерес [1]. Определение неспецифической резистентности (НР) 
in vitro позволяет оценить влияние различных факторов на эпителиальные клетки. 
При этом возможны предварительные эксперименты с новыми составами компози-
тов без риска для организма человека [1–3]. Существует большой спектр гибридных 
биоматериалов на основе фосфатов кальция и компонентов крови [4–6, 8–10, 13]. 
Перспективными на данный момент являются биоматериалы на основе аутофибри-
нового клея [4, 5]. Несмотря на всестороннее внимание ученых, до конца не изучено 
влияние гибридных композитов на эпителиальные клетки слизистой оболочки по-
лости носа и рта. Гидроксиапатит (ГА), как один из активных компонентов современ-
ных композитов [1], влияет на эпителиальные клетки и адгезию микроорганизмов на 
эпителиоцитах. Под воздействием геля или пасты ГА происходит деструкция эпите-
лиальных клеток, лизис цитоплазмы и изменение адгезии микроорганизмов на эпи-
телиоцитах, что установлено в предыдущих исследованиях [1, 8]. Особый интерес 
вызывают компоненты композита, снижающие негативное влияние ГА на эпителий 
полости носа и рта. Изучение данного вопроса позволит создать предпосылки для 
разработки композита с минимальным негативным влиянием ГА [9, 10].

Неспецифическая резистентность – это устойчивость к повреждению эпители-
оцитов, которая визуально проявляется изменением количества адгезированной 
и неадгезированной микрофлоры на эпителиоцитах (рис. 1) после какого-либо воз-
действия в динамике [3, 11, 14].

Известно, что механизм адгезии включает сложный комплекс процес-
сов, влияющих на активность неспецифических рецепторов эпителиальных 
клеток и концентрацию сопутствующих веществ (лизоцим, талин, винкулина 
α-актининметаллосвязывающие белки, фибронектин, фибриноген и др.) [14, 16]. 

Рис. 1. Микроскопический снимок соскоба слизистой щеки. Эпителиоциты (1) (норма) с 
адгезированной микрофлорой (2). Увеличение ×800
Fig. 1. Microscopic image of buccal mucosa scrapings. Epitheliocytes (1) (normal) with adherent 
microfl ora (2). Magnifi cation ×800

Резистентность эпителиоцитов слизистой носа и щеки к композитам 
на основе гидроксиапатита и аутофибрина
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Например, от количества гликопротеидов на поверхности гликокаликса [18, 23] за-
висит адгезия микрофлоры на эпителиальных клетках.

  ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить влияние синтетического гидроксиапатита в составе композита с ау-

тофибрином на неспецифическую резистентность эпителиальных клеток слизистой 
носа и щеки.

  МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперимент проводили с участием 27 здоровых добровольцев на основании 

письменного согласия, согласно Закону о здравоохранении Республики Беларусь 
[15] и Хельсинкской декларации Всемирной медицинской ассоциации [22]. Соскоб 
слизистой щеки осуществляли стерильным шпателем, а со дна полости носа – сте-
рильным ватным одноразовым тампоном. Производили забор у каждого пациента 
по 12 образцов, включающих 6 мазков-соскобов со слизистой носа и 6 мазков-со-
скобов со слизистой щеки. Влажные препараты мазков-соскобов in vitro наносили на 
предметные стекла, высушивали на воздухе в течение 5 мин. Наносили следующие 
экспериментальные агенты и выдерживали время экспозиции 5 мин:

  5% гель ГА с рН 6,8 [1, 8–10];
  фибрино-пленочный композит, состоящий из аутофибриновой пленки и тонкого 

слоя ГА [20];
  фибрино-клеевой композит на основе клеящей субстанции аутофибрина, вклю-

чающий аутоплазму крови с 5% гелем ГА после инициации коагуляционного ка-
скада раствором кальция глюконата с адреналином [8–10];

  аутофибриновую пленку [20];
  Н2О2 – 0,3% раствор пероксида водорода, полученный разбавлением стерильным 

0,9% физиологическим раствором при объемном отношении Н2О2 : физиологиче-
ский раствор 1:10.
Оценивали результаты в 100 полях зрения под иммерсионным микроскопом, а 

также показатели количества ядер клеток, адгезированной микрофлоры на эпители-
альных клетках, микрофлоры вне клеток (неадгезированной), лейкоцитов. Отдельно 
отмечали признаки дистрофии эпителия. Окрашивали образцы метиленовым синим 
в течение 3 мин и высушивали на воздухе в течение 5 мин. Подсчет данных показа-
телей производили под иммерсионным микроскопом Nikon Eclipse E200 (Япония) с 
возможностями фото- и видеосъемки.

Для исследования влияния композитов использовали 4 образца цитологических 
препаратов (по 2 из носа и щеки); для контроля компонентов композитов (нативный; 
после контакта с аутофибриновой пленкой; после контакта с гелем ГА; после контак-
та с Н2О2) – 8 образцов цитологических препаратов (по 4 из носа и щеки). Раствор 
0,3% Н2О2 использовали в качестве эталонного агента, обладающего бактерицидным 
действием, заведомо влияющего на НР и изменяющего количество микрофлоры. В 
итоге от каждого испытуемого получили по 12 образцов:

  эпителий носа (щеки) нативный;
  эпителий носа (щеки) с гелем ГА;
  эпителий носа (щеки) с аутофибриновой пленкой;
  эпителий носа (щеки) с фибрино-пленочным композитом;
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  эпителий носа (щеки) с фибрино-клеевым композитом;
  эпителий носа (щеки) с Н2О2.

Статистический анализ проводили с помощью программы Stata 14, использова-
ли модель однофакторной линейной регрессии. В качестве зависимой переменной 
выступали показатели количества ядер клеток, микрофлоры на клетке, микрофлоры 
вне клетки, лейкоцитов. В качестве независимой переменной выбирали категори-
альную переменную экспериментальных агентов. Референтная группа показывала 
отсутствие любого использования веществ и сравнивалась с 5 другими категориями; 
показатели взяты усредненными для всех 27 наблюдаемых добровольцев.

  РЕЗУЛЬТАТЫ
Установлено, что аппликация геля ГА на цитологический препарат соскоба щеки 

может вызывать деструкцию эпителиальных клеток и изменение численности ми-
кроорганизмов (рис. 2, 3), а также приводить к различным повреждениям эпителио-
цитов, нарушать соотношения адгезированной и неадгезированной флоры (рис. 3). 
На микроскопическом снимке (рис. 2В) наблюдается обесцвечивание или деструк-
ция ядра эпителиоцитов. После аппликации геля ГА эпителиоциты находились в со-
стоянии дистрофии (с неровным контуром цитоплазматической мембраны). Микро-
флоры, особенно адгезированной, становилось заметно меньше (рис. 2), и росло 
количество неадгезированной (рис. 3).

В соскобе слизистой щеки редко встречаются лейкоциты, на поверхности эпите-
лиоцитов наблюдается адгезированная смешанная флора, чаще кокковая. С другой 
стороны, при аппликации геля ГА можно увидеть различные виды разрушений цито-
плазматической мембраны и цитоплазмы (рис. 4, 5). После контакта с гелем ГА эпите-
лиальные клетки разрушались частично или полностью (рис. 4).

При микроскопии образцов соскоба слизистой дна полости носа чаще встреча-
лись лейкоциты, микрофлора встречалась реже, чем на эпителиоцитах щеки (еди-
ничная). После аппликации геля ГА или фибрино-пленочного или фибрино-клеевого 
композита количество лейкоцитов снижалось, а эпителиоциты находились в состоя-
нии дистрофии (рис. 5).

На рис. 6А представлены эпителиоциты (1) слизистой носа, лейкоциты (2), от-
мечается меньшее количество микрофлоры по сравнению с соскобом слизистой 
щеки. Аппликация аутофибриновой пленки на соскобе слизистой носа не приво-
дит к заметным изменениям микроскопической картины (рис. 6В), эпителиоциты (3) 
остаются неизменными. На рис. 7 представлены эпителиоциты (1) слизистой щеки 
до аппликации аутофибриновой пленки и эпителиоциты (2) слизистой щеки после 
аппликации аутофибриновой пленки. Уменьшение количества адгезированной 
микрофлоры (3) на клетке наблюдается после контакта с аутофибриновой пленкой. 
Полученные данные свидетельствуют о незначительном влиянии аутофибриновой 
пленки на НР эпителиоцитов носа и щеки.

На рис. 8А–D представлены эпителиоциты щеки (1). Отмечается немногочислен-
ная адгезированная флора (3) и единичная неадгезированная (4) не только на на-
тивном (A) препарате, но и после аппликации в течение 5 мин фибрино-пленочно-
го (B), фибрино-клеевого композита (C), Н2О2 (D). В препаратах на рис. 8A–C не на-
блюдается существенных изменений. Однако после обработки препарата соскоба 
щеки Н2О2 (рис. 8D) заметно уменьшение количества адгезированной микрофлоры. 

Резистентность эпителиоцитов слизистой носа и щеки к композитам 
на основе гидроксиапатита и аутофибрина
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Рис. 2. Микроскопические снимки соскоба слизистой щеки. Эпителиоциты (норма (А)) 
с адгезированной микрофлорой (1); деструкция ядра эпителиоцита (2) и отсутствие 
микроорганизмов после аппликации геля ГА (В). Увеличение ×1000
Fig. 2. Microscopic images of buccal mucosa scrapings. Epitheliocytes (normal (А)) with adherent 
microfl ora (1); destruction of the epithelial cell nucleus (2) and absence of microorganisms after 
application of the HA gel (В). Magnifi cation ×1000

Рис. 3. Микроскопические снимки соскоба слизистой щеки. Эпителиоциты (1) (норма (А)) с 
адгезированной микрофлорой (3); дистрофия эпителиоцитов (2) и увеличение количества 
неадгезированной микрофлоры (4) после аппликации геля ГА (В). Увеличение ×1000
Fig. 3. Microscopic images of buccal mucosa scrapings. Epitheliocytes (1) (normal (А)) with adherent 
microfl ora (3); degeneration of epitheliocytes (2) and increase in the amount of non-adherent microfl ora 
(4) after application of the HA gel (В). Magnifi cation ×1000
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Рис. 4. Микроскопические снимки соскоба слизистой щеки. Эпителиоциты (1) (норма (А)) с 
адгезированной микрофлорой (2). Дефекты цитоплазматической мембраны (3) и ц итоплазмы (4) 
после аппликации геля ГА (В). Увеличение ×400
Fig. 4. Microscopic images of buccal mucosa scrapings. Epitheliocytes (1) (normal (А)) with adherent 
microfl ora (2). Defects in the cytoplasmic membrane (3) and cytoplasm (4) after application of HA 
gel (В). Magnifi cation ×400
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В

Рис. 5. Микроскопические снимки соскоба слизистой дна полости носа. Эпителиоциты (1) и 
лейкоциты (2) (норма (А)), эпителиоцит (3) после аппликации геля ГА (В). Увеличение ×1000
Fig. 5. Microscopic images of scrapings of the mucous membrane of the bottom of the nasal cavity. 
Epitheliocytes (1) and leukocytes (2) (normal (А)), epitheliocytes (3) after application of the HA gel (В). 
Magnifi cation ×1000

Резистентность эпителиоцитов слизистой носа и щеки к композитам 
на основе гидроксиапатита и аутофибрина
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Рис. 6. Микроскопические снимки соскоба слизистой дна полости носа. Эпителиоцит (1), лейкоцит 
(2) (норма (А)). Эпителиоцит (3) после аппликации аутофибриновой пленки (В). Увеличение ×800
Fig. 6. Microscopic images of scrapings of the mucous membrane of the bottom of the nasal cavity. 
Epitheliocyte (1), leukocyte (2) (normal (А)). Epithelial cells (3) after application of an autofi brin fi lm (В). 
Magnifi cation ×800

Рис. 7. Микроскопические снимки соскоба слизистой щеки. Эпителиоциты (1) (норма (А)). 
Эпителиоцит (2) после аппликации аутофибриновой пленки (В). Адгезированная кокковая 
микрофлора (3). Увеличение ×800
Fig. 7. Microscopic images of buccal mucosa scrapings. Epithelial cells (1) (normal (А)). Epitheliocyte (2) 
after application of the autofi brin fi lm (В). Adhered coccal microfl ora (3). Magnifi cation ×800
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В препаратах соскобов слизистой дна полости носа после воздействия Н2О2 
(рис. 8E, F) отмечается деформация клеточной стенки эпителиоцита (2). Адгезирован-
ная микрофлора (3) не изменяется (рис. 8A–D), а после воздействия Н2О2 уменьшает-
ся (рис. 8E, F). При этом количество неадгезированной (4) микрофлоры варьировало: 
уменьшалось (рис. 8E), увеличивалось (рис. 8F), не изменялось (рис. 8A–D). Все это 
демонстрирует значительное влияние Н2О2 на НР эпителиоцитов носа и щеки.

Результаты после анализа данных цитологической картины эпителия слизистой 
полости носа и щеки до и после воздействия геля ГА в сочетаниях с фибрином в виде 
композитов (фибрино-пленочного или фибрино-клеевого) и статистического анали-
за представлены в табл. 1, 2.

Несмотря на то, что визуально аппликация фибриновой пленки видимого суще-
ственного дистрофического влияния на эпителиоциты не оказывала, однако из табл. 1 
следует, что воздействие аутофибриновой пленки значимо уменьшает количество 
ядер (–0,378), микрофлоры на клетках (–3,38) и лейкоцитов (–0,243). Изменения по-
казателей микрофлоры вне клеток (неадсорбированной) оставались статистиче-
ски незначимыми, т. е. аутофибриновая пленка практически не оказывала влияния 
на эпителиоциты. Возможно, изменения НР после аутофибриновой пленки больше 

Рис. 8. Микроскопические снимки соскоба слизистой щеки (A–D) и носа (E, F). Эпителиоциты 
щеки (1) после аппликации фибрино-пленочного (B), фибрино-клеевого композита (C), Н2О2
(D).  Эпителиоциты слизистой носа (2) после Н2О2 (E, F). Адгезированная микрофлора (3). 
Неадгезированная микрофлора (4). Увеличение ×800
Fig. 8. Microscopic images of buccal mucosa scraping (A–D) and nose (E, F). Buccal epitheliocytes (1) 
after application of fi brin-fi lm composite (B), fi brin-adhesive composite (C), Н2О2 (D). Epitheliocytes of the 
nasal mucosa (2) after Н2О2 (E, F). Adhered microfl ora (3). Non-adherent microfl ora (4). Magnifi cation ×800
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Резистентность эпителиоцитов слизистой носа и щеки к композитам 
на основе гидроксиапатита и аутофибрина
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связаны с воздействием дистиллированной водой (так как в процессе отмывания 
фибринового сгустка сначала используется дистиллированная вода и только на по-
следнем этапе физиологический раствор). Из табл. 2 следует, что в образцах соскоба 
слизистой дна полости носа после аппликации аутофибриновой пленки наблюдает-
ся значимое снижение количества ядер (–1,393), адгезированной (–47,75) и неадгези-
рованной (–0,715) микрофлоры, лейкоцитов (–0,243) в поле зрения.

Визуально фибрино-пленочный композит приблизительно одинаково воздей-
ствует на эпителиальные клетки, как и аутофибриновая пленка. Но из табл. 1 следует, 
что воздействие фибрино-пленочного композита значимо уменьшает количество 
ядер (–0,183), микрофлоры на клетках (–1,441), лейкоцитов (–0,466). Изменение ми-
крофлоры вне клеток (неадгезированной) статистически возросло (10,00).

Аппликации фибрино-клеевого композита вызывают видимые изменения факто-
ров НР. Анализ цитологической картины после аппликации фибрино-клеевого ком-
позита показывает, что фибрино-клеевой композит ближе по воздействию к гелю ГА, 
т. е. вызывает более значимую деструкцию, чем аутофибриновая пленка или фибри-
но-пленочный композит. Из табл. 1 следует, что воздействие фибрино-клеевого ком-
позита значимо уменьшает количество ядер (–0,460), уменьшает (–2,321) количество 
микрофлоры на клетках (адгезированной), а количество микрофлоры вне клеток 
(неадгезированной) возрастает (6,961).

При сравнении показатели НР в мазках слизистой оболочки носа при примене-
нии аутофибриновой пленки, геля ГА, фибрино-пленочного композита, фибрино-
клеевого композита и Н2О2 имели статистически значимые изменения. Как видно из 
табл. 2, количество ядер значимо снижается при использовании всех эксперимен-
тальных агентов, в большей степени для геля ГА. Аналогичная ситуация наблюдается 
с количеством микрофлоры на клетке и вне клетки при аппликации аутофибриновой 
пленки (снижение микрофлоры вне клетки является статистически незначимым). Ко-
личество лейкоцитов снижается для всех веществ, но сильнее всего в случае при-
менения Н2О2.

Таблица 1
Характеристика НР в мазках-соскобах слизистой оболочки дна полости носа при аппликации 
различных экспериментальных агентов в течение 5 мин
Table 1
Characteristics of nonspecifi c resistance in smears-scrapings of the mucous membrane of the bottom of 
the nasal cavity during various experimental agents’ applications for 5 minutes

Экспериментальные 
агенты

Количество показателей в поле зрения

Ядра Микрофлора
на клетке

Микрофлора 
вне клетки Лейкоциты

Гель ГА –0,885*
(0)

–3,602*
(0)

16,50*
(0)

–0,358*
(0)

Аутофибриновая
пленка

–0,378*
(0)

–3,380*
(0)

–1,042
(0,128)

–0,243*
(0)

Фибрино-пленочный 
композит

–0,183*
(1,00e–05)

–1,441*
(1,11e–05)

10,00*
(0)

–0,466*
(0)

Фибрино-клеевой ком-
позит

–0,460*
(0)

–2,321*
(0)

6,961*
(0)

–0,433*
(0)

Н2О2

–0,622*
(0)

–2,650*
(0)

9,410*
(0)

–0,509*
(0)

Примечания: P (в скобках); * p<0,01.
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В случае использования соскоба со щеки показатели количества ядер и микро-
флоры на клетках аналогичны показателям соскоба из носа. Для микрофлоры вне 
клетки после экспозиции аутофибриновой пленки снижение также незначимое. 
Наибольшие изменения показателей наблюдаются для Н2О2, для количества лейко-
цитов статистически значимых различий между экспериментальными агентами нет, 
кроме данных образцов после аутофибриновой пленки, где есть статистически зна-
чимое снижение.

  ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты регрессионного анализа и наблюдений свидетельствуют о том, что из 

всех экспериментальных агентов наибольшее повреждающее действие на эпители-
альные клетки слизистой носа и щеки оказывает дистиллированная вода, затем 5% 
гель ГА и раствор 0,3% пероксида водорода. Фибрино-пленочный композит и ауто-
фибриновая пленка оказывают минимальное влияние на эпителиоциты слизистой 
оболочки полости носа и щеки. Фибрино-клеевой композит имеет средние характе-
ристики влияния на неспецифическую резистентность. Поэтому для улучшения по-
казателей неспецифической резистентности необходимо использовать гибридные 
композиты аутофибрин/гидроксиапатит, в которых аутофибрин уменьшает негатив-
ное влияние гидроксиапатита на эпителиоциты слизистой оболочки носа и щеки. 
Полученные результаты подтверждают необходимость использования композитов 
на основе гидроксиапатита в сочетании с компонентами крови (фибрин, плазма), ис-
ключающими прямой контакт гидроксиапатита со слизистыми оболочками. Следо-
вательно, целесообразно использование аутофибрина в композите с гидроксиапа-
титом, так как при этом возрастают показатели неспецифической резистентности по 
отношению к гидроксиапатиту.

_________________________________________________________________________________________________

Таблица 2
Характеристика НР в мазках-соскобах слизистой оболочки щеки при аппликации различных 
экспериментальных агентов в течение 5 мин
Table 2
Characteristics of nonspecifi c resistance in smears-scrapings of the buccal mucosa during various 
experimental agents’ applications for 5 minutes

Экспериментальные 
агенты

Количество показателей в поле зрения

Ядра Микрофлора 
на клетке

Микрофлора 
вне клетки Лейкоциты

Гель ГА –2,109*
(0)

–52,00*
(0)

3,244*
(9,86e–10)

–0,00270
(0,141)

Аутофибриновая
пленка

–1,393*
(0)

–47,75*
(0)

–0,715
(0,172)

–0,0534*
(0,00370)

Фибрино-пленочный 
композит

–1,272*
(0)

–53,67*
(0)

1,402*
(0,00748)

–0,00190
(0,301)

Фибрино-клеевой ком-
позит

–1,443*
(0)

–48,50*
(0

2,041*
(0,000104)

–0,00124
(0,500)

Н2О2

–0,256*
(2,74e–06)

–45,83*
(0)

5,839*
(0)

–0,00300
(0,103)

Примечания: P (в скобках); * p<0,01.
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