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Резюме. Пародонтит является заболеванием, прогрессирующим с возрастом и способствующим биологическому ста-
рению зубочелюстного аппарата. Одна из причин этого явления - старение фибробластов десны человека. Низкоинтенсивная 
лазерная терапия стимулирует высвобождение факторов роста из фибробластов и их деление. Целью исследования стало 
определение численности, пролиферативной активности и апоптоза фибробластов десны у людей без признаков воспаления 
пародонта, с хроническим пародонтитом и после лазеротерапии. В работе был использован биопсийный материал, получен-
ный по пародонтологическим, хирургическим, ортопедическим и ортодонтическим показаниям под инфильтрационной ане-
стезией в двух возрастных группах пациентов 20–40 и 41–60 лет. Клеточные маркеры Ki-67 и р53 выявляли иммуногистохими-
ческим методом, общую численность фибробластов десны оценивали при окрашивании гематоксилином и эозином. Результа-
ты проведенных исследований показали, что численность фибробластов в соединительнотканной пластинке десны имеет воз-
растные особенности. У людей молодого возраста от 20 до 40 лет число фибробластов в препаратах десны в 1,12 раза больше по 
сравнению с аналогичным у людей в возрасте 41–60 лет. Среди причин уменьшения числа десневых фибробластов – снижение 
их пролиферативной активности и активация проапоптотического белка p53 с возрастом. Хроническое воспаление пародонта 
приводит к значительному увеличению численности фибробластов независимо от возраста исследуемых. Пролиферация 
фибробластов и экспрессия белка p53 были более чувствительны к микробному воспалению у пациентов в возрасте от 41 до 60 
лет по сравнению с молодыми пациентами. Трехкратное воздействие лазером оказывало дифференцированное модулирую-
щее влияние на состояние популяции фибробластов десны в зависимости от возраста пациентов, численность фибробластов 
десны восстанавливалась до показателей, характерных для здоровых людей и это наблюдалось только в группе молодых паци-
ентов. Таким образом, численность фибробластов собственной пластинки десны человека изменяется с возрастом, в условиях 
воспаления и при воздействии диодного лазера, что необходимо учитывать в стоматологической практике. 
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Summary. Periodontitis is a disease that progresses with age and contributes to the biological aging of the dentition. One of 
the reasons for this phenomenon is the aging of human gum fibroblasts. Low-intensity laser therapy stimulates the release of growth 
factors from fibroblasts and their division. The aim of the study was to determine the number, proliferative activity and apoptosis of 
gingival fibroblasts in people without signs of periodontal inflammation, with chronic periodontitis and after laser therapy. We used 
biopsy material obtained for periodontal, surgical, orthopedic and orthodontic indications under infiltration anesthesia in two age 
groups of patients aged 20–40 and 41–60 years. Cell markers Ki-67 and p53 were detected by immunohistochemical methods, the total 
number of gingival fibroblasts was estimated by staining with hematoxylin and eosin. The results of the conducted studies showed that 
the number of fibroblasts in the connective tissue lamina of the gums has age-related features. In young people from 20 to 40 years, the 
number of fibroblasts in gum preparations is 1,12 times higher than in people aged 41–60 years. Among the reasons for the decrease in 
the number of gingival fibroblasts is a decrease in their proliferative activity and activation of the proapoptotic p53 protein with age. 
Chronic periodontal inflammation leads to a significant increase in the number of fibroblasts, regardless of the age of the subjects. Fi-
broblast proliferation and p53 protein expression were more sensitive to microbial inflammation in patients aged 41 to 60 years com-
pared to younger patients. Three-fold laser exposure had a differentiated modulating effect on the state of the gingival fibroblast popu-
lation, depending on the age of the patients, the number of gingival fibroblasts was restored to the levels characteristic of healthy peo-
ple, and this was observed only in the group of young patients. Thus, the number of fibroblasts in the human gingival connective tissue 
lamina changes with age, under conditions of inflammation and under the influence of a diode laser, which must be taken into account 
in dental practice. 
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Введение. Изучение морфофунк-
циональных изменений в тканях десны 
при хроническом воспалении пародонта у 
людей в возрасте от 20 до 60 лет, как пре-
обладающей категории пациентов стома-
тологических клиник, является актуаль-
ной и до конца не решенной междисци-
плинарной проблемой возрастной пато-
морфологии и клинической стоматологии 
[1]. В ряде исследований было показано, 
что пародонтит может быть не просто за-
болеванием, прогрессирующим с возрас-
том, но и способствующим более быстро-
му биологическому старению зубоче-
люстного аппарата [2]. В качестве одной из 
причин заболеваний поддерживающего 
аппарата зуба рассматривают старение 
фибробластов десны человека. Считается, 
что течение и исход хронического паро-
донтита во многом связан с возраст-
зависимыми изменениями фибробластов 
соединительной ткани десен [3]. В резуль-
тате клеточного старения, которое сопро-
вождается потерей теломерных структур и 
митохондриальной активности, продуци-
рованием активных форм кислорода, 
фибробласты становятся более чувстви-
тельны к неблагоприятным воздействиям 
[4]. Эта взаимосвязь модифицируется 
факторами, которые также влияют на 
прогрессирование пародонтита: полом, 
расой, этнической принадлежностью и 
курением [2]. На модели старения фиб-
робластов десны, индуцированного пере-
кисью водорода, было показано снижение 
экспрессии генов основного фактора роста 
фибробластов (bFGF), p16/INK4a и p21, 
белков, связанных с аутофагией LC3II, p62 
и Becline, увеличение доли фазы G0/G1 
клеточного цикла [3]. В результате старе-
ния снижается пролиферативная актив-
ность фибробластов десны и периодон-
тальной связки, что угнетает синтез колла-
гена I и III типов и приводит к нарушению 
прикрепления зубов к альвеолярному от-
ростку [5]. Фибробласты десны участвуют 
в воспалительных реакциях и ремодели-
ровании структур пародонта за счет про-
дукции цитокинов, которые активируют 
миграцию клеток и способствуют восста-
новлению тканей [6].  

Белок р53 выполняет фундамен-
тальную регуляторную роль в апоптозе [7-

8]. Короткий период полураспада делает 
его экспрессию почти незаметной в здоро-
вых тканях, однако белок р53 вызывает 
апоптоз в терминально дифференциро-
ванных клетках, включая воспалительные 
[9]. Активация синтеза р53 тесно связана с 
остановкой клеточного цикла, иницииро-
ванного патогенным стрессом [10]. После 
активации гена белка р53 в результате 
определенных мутаций происходит 
накопление белка таким образом, что его 
экспрессия определяется с помощью им-
муногистохимических антител [11].  

Низкоинтенсивная лазерная тера-
пия (далее - НИЛТ) стимулирует высво-
бождение факторов роста из фибробла-
стов, таких как инсулиноподобный фак-
тор роста, VEGF, TGF-β и bFGF [12]. Также 
НИЛТ противодействует негативному 
влиянию высоких концентраций воспали-
тельных цитокинов, особенно ИЛ-6 и ИЛ-
8, на функции фибробластов, находящих-
ся в соединительной ткани слизистой обо-
лочки полости рта [13-14]. Однако особен-
ности регенерации тканей воспаленного 
пародонта при воздействии НИЛТ с уче-
том возраста пациента не изучены. Сведе-
ния об активности пролиферативных и 
проапоптотических белков в фибробла-
стах клинически здоровой десны, при 
хроническом пародонтите и после лазеро-
терапии у людей молодого и среднего 
возраста в литературе отсутствуют. Пони-
мание молекулярно-биологических меха-
низмов фотомодуляции пролифератив-
ной активности фибробластов могло бы 
дать пародонтологам возможность остано-
вить биологическое старение, когда оно 
еще находится в субклиническом состоя-
нии, и принять меры для остановки или 
замедления траектории старения и потери 
зубов, пока пациенты молоды [15]. 

Цель исследования: изучение ме-
ханизмов регуляции численности десне-
вых фибробластов при хроническом вос-
палении у людей молодого и среднего 
возраста. 

Материалы и методы исследова-
ния. Исследование проводили на образ-
цах десны человека, полученных при 
биопсии по пародонтологическим, хирур-
гическим, ортопедическим и ортодонти-
ческим показаниям. В настоящем исследо-
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вании приняли участие 60 человек (30 
мужчин и 30 женщин в возрасте 20–60 лет), 
которые были разделены на 2 группы: 
группа I – пациенты молодого возраста 
(20–40 лет), группа II – пациенты среднего 
возраста (41–60 лет). Каждая группа вклю-
чала в себя подгруппы (табл. 1). 

Таблица 1 
Распределение пациентов по группам 

 
Группа и 
возраст 

Подгруппа и 
количество пациентов (n) 

 
I (молодой воз-

раст) 
20–40 лет 

Контрольная подгруппа 1, пациенты 
без воспаления пародонта, женщин 8, 

мужчин 7 

Подгруппа с воспалением пародонта 
1, пациенты с хроническим пародон-

титом легкой и средней степени тяже-
сти, женщин 8, мужчин 7 

Подгруппа после лазеротерапии 1, 
пациенты с хроническим пародонти-

том легкой и средней степени тяжести 
после воздействия диодным лазером, 

женщин 8, мужчин 7 

 
II (зрелый воз-

раст) 
41–60 лет 

Контрольная подгруппа 2, пациенты 
без воспаления пародонта, женщин 8, 

мужчин 7 

Подгруппа с воспалением пародонта 
2, пациенты с хроническим пародон-

титом легкой и средней степени тяже-
сти, женщин 8, мужчин 7 

Подгруппа после лазеротерапии 2, 
пациенты с хроническим пародонти-

том легкой и средней степени тяжести 
после воздействия диодным лазером, 

женщин 8, мужчин 7 

 
Перед началом вмешательства все 

пациенты оформили информированное 
добровольное согласие на исследование. 
До биопсии всем исследуемым выполняли 
инфильтрационную анестезию 2% раство-
ром лидокаина. Пародонтальные карманы 
пациентов с хроническим пародонтитом 
обрабатывали троекратно в первый (после 
проведения профессиональной гигиены и 
закрытого кюретажа) и третий дни лече-
ния диодным лазером с длиной волны 940 
нм, мощностью 0,5 Вт, импульсно-
периодическим режимом 10 Гц без ини-
циации оптического волокна в течение 1 
минуты 30 секунд. Биопсийный материал 
десны размером 0,3х0,3 см фиксировали 
при комнатной температуре в течение 24 
часов в 4% забуференном растворе фор-
малина (pH 7,2–7,4), промывали в течение 
24 часов в проточной воде, обезвоживали в 
спиртах возрастающей концентрации, в 
каждом по 2 часа, выдерживали в двух 
порциях ксилола в течение 2 часов при 
комнатной температуре, затем в смеси из 

ксилола и парафина в соотношении 1:1 
при температуре +37° в течение 2 часов. 
Далее кусочки десны последовательно по-
гружали при температуре +60° на 1 час в 
две порции чистого расплавленного па-
рафина и после этого заливали в парафин 
[16]. Изготавливали срезы десны толщи-
ной 3–5 мкм, которые наносили на стекла, 
обработанные L-полилизином. Для под-
счета общей численности фибробластов в 
собственной пластинке десны на 1 мм2 
применяли общую окраску гематоксили-
ном и эозином (рис. 1) [16].  

 

 
Рис. 1. Микрофото препарата собствен-

ной пластинки десны человека. Обозна-
чения: 1 – фибробласты. Окр.: гематокси-
лином и эозином. Ув.: х400 
 

Маркер Ki-67 выявляли с использо-
ванием моноклональных мышиных анти-
тел к Ki-67 в разведении 1:400 (Dako, Да-
ния) на 0,05М трис-буфере с рН 7,4 с до-
бавлением 0,15М натрия хлорида. Для вы-
явления белка p53 применяли монокло-
нальные антитела в разведении 1:800 
(Leica, Германия). Визуализацию антиге-
нов осуществляли с помощью системы 
EnVision, конъюгированной с пероксида-
зой (K 4002, DakoCytomation, Дания). Вы-
явление пероксидазы проводили с исполь-
зованием 3,3-диаминобензидина [16]. 
Продукт реакции окрашивали в коричне-
вый цвет. В качестве контроля специфич-
ности окрашивания применяли такую же 
процедуру обработки срезов, но вместо 
первых антител использовали нормаль-
ную сыворотку в конечной концентрации 
1%. После завершения основного прото-
кола иммуногистохимических реакций 
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производили окрашивание гематоксили-
ном. В соединительной ткани собственной 
пластинки подсчитывали общее число 
фибробластов при 400-кратном увеличе-
нии микроскопа и количество Ki-67- и p53- 
позитивных фибробластов в этом же поле 
зрения (рис. 2 и 3). 

 

 
Рис. 2. Микрофото препарата собствен-
ной пластинки десны человека. Обозна-
чения: 1– иммунопозитивная, 2 - имму-
нонегативная реакция на маркер Ki-67 в 
фибробластах. Окр.: иммуногистохимиче-
ским методом с докраской ядер ге-
матоксилином. Ув.: х400 
 

 
Рис. 3. Микрофото препарата собствен-
ной пластинки десны человека. Обозна-
чения: 1 – иммунопозитивная реакция, 2- 
иммунонегативная реакция на маркер p53 
в фибробластах. Окр.: иммуногистохими-
ческим методом с докраской ядер ге-
матоксилином. Ув.: х400 
 

Для каждого случая оценивали ко-
личество клеток в 3–5 полях зрения. В ре-
зультате рассчитывали процент положи-
тельно окрашенных фибробластов на од-

но поле зрения. Количественную оценку 
результатов исследования проводили с 
использованием системы компьютерного 
анализа микроскопических изображений, 
состоящей из светового микроскопа Leica 
DM4000B, персонального компьютера с 
операционной системой Windows 10 и ли-
цензионных программ Leica application 
suite 3.6.0 (Германия) и «Микроанализ» 
(Россия). В каждой группе переменных 
рассчитывали средние арифметические 
величины и их стандартные ошибки [17]. 
Достоверность влияния возраста на иссле-
дуемые параметры десны оценивали с по-
мощью дисперсионного анализа ANOVA с 
последующим тестом Тьюки (p≤0,05). Про-
ведение исследования одобрено этиче-
ским комитетом медицинского факульте-
та Чувашского государственного универ-
ситета имени И.Н. Ульянова» (протокол 
№ 20/06 от 16.06.2020). 

Результаты исследования и об-
суждение. Фибробласты собственной пла-
стинки десны человека выявляли по ха-
рактерным гистологическим критериям: 
вытянутой форме, веретенообразному яд-
ру и небольшому количеству цитоплазмы. 
Распределение фибробластов в соедини-
тельной ткани собственной пластинки за-
висело от возраста исследуемых. У паци-
ентов контрольной подгруппы 1 (20–40 лет) 
подсчитано 1558,22±51,15 фибробластов на 
1 мм2 десны. В контрольной подгруппе 2 
(41–60 лет) фибробласты также имели рав-
номерное распределение, но плотность 
расположения клеток была ниже по срав-
нению с данными контрольной подгруппы 
1. Так, на 1 мм2 десны находилось 
1389,83±61,45 фибробластов, что в 1,12 раза 
меньше (p=0,00002), чем число фибробла-
стов в группе людей молодого возраста 
(рис. 4).  

При окрашивании на маркер Ki-67 
срезов десны людей 20–40 лет без призна-
ков воспаления пародонта (контрольная 
подгруппа 1) было обнаружено 
19,13±2,12% позитивных фибробластов. В 
образцах десны пациентов зрелого возрас-
та 41–60 лет без воспаления пародонта 
(контрольная подгруппа 2) процент Ki-67-
положительных фибробластов составил 
14,52±2,15%, что в 1,3 раза достоверно 
меньше (p=0,038), чем в более молодом 
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возрасте (рис. 5). В контрольной подгруп-
пе 1 отмечали содержание 8,46±1,88% 
фибробластов, иммунопозитивных к p53 
(рис. 6), что статистически достоверно 
меньше (p<0,05), чем после 40 лет (кон-
трольная подгруппа 2) в 1,6 раза 
(p=0,00002). Таким образом, содержание 
фибробластов в условно здоровой десне 
человека в возрасте от 20 до 60 лет имеет 
тенденцию к уменьшению. Среди причин 
возрастного уменьшения числа десневых 
фибробластов отмечается снижение их 
пролиферативной активности и актива-
ция проапоптотического белка p53. Од-
нофакторный дисперсионный анализ вы-
явил наличие достоверного влияния воз-
раста на численность (p<0,05), изменение 
процента пролиферирующих и p53-
положительных фибробластов. 

Влияние фактора микробного по-
ражения пародонта на изменение числен-
ности фибробластов десны, их пролифе-
ративной и апоптотической функции бы-
ло изучено у пациентов с клиническим 
диагнозом хронического пародонтита. В 
подгруппах с воспалением пародонта 1 и 2 
наблюдали увеличение общей численно-
сти фибробластов в 1,3 раза независимо от 
возраста по сравнению с подгруппами без 
воспаления 1 и 2 соответственно (рис. 4). 
Одновременно отмечали увеличение ко-
личества клеток лейкоцитарно-моноци-
тарного воспалительного инфильтрата в 
собственной пластинке десны. Микросо-
суды были расширены, наполнены кро-
вью, эндотелий отечный. Доля положи-
тельно окрашенных на Ki-67 фибробла-
стов в подгруппе 1 с воспалением паро-
донта 20–40 лет была больше на уровне 
тенденции по сравнению с контрольной 
подгруппой 1. В подгруппе 2 с воспалени-
ем пародонта 41–60 лет наблюдали увели-
чение количества пролиферирующих 
фибробластов до 18,16±2,25%, что в 1,3 ра-
за больше (p=0,00002), чем при отсутствии 
воспаления (рис. 5).  

В подгруппе пациентов с хрониче-
ским пародонтитом молодого возраста 
(подгруппа 1 с воспалением пародонта) 
выявили в 1,4 раза меньше (p=0,00002) p53-
положительных фибробластов по сравне-
нию с подгруппой 2 с воспалением паро-
донта 41–60 лет (рис. 6). Таким образом,  

 
 
Рис. 4. Диаграмма числа фибробластов в 
собственной пластинке десны человека 
на 1 мм2 в разных группах. Ось абсцисс - 
группы и подгруппы, ось ординат – число 
фибробластов на 1 мм2 в у.е. (M±m) 

  

 
 
Рис. 5. Диаграмма относительного числа 
Ki-67+ фибробластов собственной пла-
стинки десны в двух возрастных груп-
пах. Ось абсцисс - группы и подгруппы, 
ось ординат – число фибробластов на 1 
мм2 в у.е. (P±pm) 

 
 
Рис. 6. Диаграмма относительного числа 
p53+ фибробластов собственной пла-
стинки десны в двух возрастных груп-
пах. Ось абсцисс - группы и подгруппы, 
ось ординат – число фибробластов на 1 
мм2 в у.е. (P±pm) 
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хроническое воспаление пародонта при-
водит к значительному увеличению чис-
ленности фибробластов независимо от 
возраста исследуемых. Однофакторный 
дисперсионный анализ выявил наличие 
достоверного влияния воспаления на чис-
ленность фибробластов десны (p=0,00002). 
Пролиферация фибробластов и актив-
ность проапоптотического белка были бо-
лее чувствительны к микробному воспа-
лению у пациентов в возрасте от 41 до 60 
лет по сравнению с молодыми пациента-
ми. Однофакторный дисперсионный ана-
лиз выявил наличие достоверного влия-
ния хронического воспаления на измене-
ние процента фибробластов, положитель-
но окрашенных на Ki-67 (p=0,00002) и p53 
(p=0,0013) в десне людей от 41 до 60 лет. 

В результате троекратного приме-
нения диодного лазера в подгруппе 1 по-
сле лазеротерапии (от 20 до 40 лет) общая 
численность фибробластов уменьшилась 
до значений, характерных для условно 
здоровых пациентов (контрольная под-
группа 1), и составила 1476,76±61,41 фиб-
робластов на 1 мм2 десны. В подгруппе 2 
после лазеротерапии (от 41 до 60 лет) чис-
ленность фибробластов была ниже в 1,2 
раза (p=0,0002), чем в контрольной под-
группе того же возраста (рис. 4). Содержа-
ние Ki-67-положительных фибробластов в 
подгруппе 1 после лазеротерапии было 
больше в 1,2 раза (p=0,0002) по сравнению 
с подгруппой 1 с воспалением пародонта 
(рис. 5). Доля пролиферирующих фиб-
робластов в образцах десны после терапии 
диодным лазером в подгруппе 2 превыша-
ла их содержание в 1,1 раза (p=0,0002) у 
подгруппы 2 с воспалением пародонта 
(рис. 5).  

В подгруппе 1 после лазеротерапии 
(20–40 лет) процент положительно окра-
шенных фибробластов на p53 был выше в 
1,5 раза (p=0,0002) по сравнению с под-
группой 1 пациентов с хроническим паро-
донтитом. В подгруппе 2 после лазероте-
рапии (41–60 лет) была установлена тен-
денция к увеличению числа фибробла-
стов, иммунопозитивных к p53, по сравне-
нию с подгруппой 2 с воспалением паро-
донта (рис. 6), что статистически не под-
твердилось при проведении однофактор-
ного дисперсионного анализа (p=0,9). Та-

ким образом, лазеротерапия оказывала 
дифференцированное модулирующее 
влияние на морфофункциональное состо-
яние десны в зависимости от возраста па-
циентов. Однофакторный дисперсионный 
анализ выявил наличие достоверного вли-
яния лазеротерапии на общую числен-
ность фибробластов, изменение процента 
положительно окрашенных фибробластов 
на Ki-67 в десне(p<0,05). 

Результаты исследования показали, 
что общая численность фибробластов 
десны снижается с возрастом. По мнению 
Cáceres et al. (2014), процесс старения вы-
зывает замедление регенерации тканей 
пародонта в результате изменения кле-
точного фенотипа и дефектов пролифе-
рации клеток [5]. Наше исследование так-
же демонстрирует тот факт, что один из 
механизмов уменьшения числа фибробла-
стов десны с возрастом связан со снижени-
ем их пролиферативной активности. Из-
менение цитоскелета и ингибирование 
клеточной пролиферации представляют 
собой ранние модификации структуры и 
функции стареющих фибробластов дес-
ны, которые не связаны с приобретением 
воспалительного фенотипа [18]. Дефекты 
пролиферации фибробластов при этом 
объясняются потерей рецепторов эпи-
дермального фактора роста (EGF) и высо-
кой экспрессией проапоптотических генов 
в тканях [5]. Микробное воспаление изме-
няет пародонтальный гомеостаз. Воспале-
ние, постоянная стимуляция липополиса-
харидами бактериальных клеток влияет 
на общую численность фибробластов у 
пациентов в возрасте от 20 до 60 лет. Неза-
висимо от возраста пациентов наблюдает-
ся повышенная экспрессия Ki-67 в фиб-
робластах десны, в результате чего их об-
щая численность увеличивается. Приме-
нение диодного лазера оказывает стиму-
лирующее влияние на экспрессию p53 
только у пациентов молодого возраста. 
Существует мнение, что белок р53 инги-
бирует процесс воспаления, а функцио-
нальная потеря р53 вызывает чрезмерные 
воспалительные реакции [19]. По данным 
Liu et al. (2021), повышенный уровень p53 
способствует окислительному стрессу и 
выработке провоспалительных цитокинов 
в обработанных липополисахаридами 
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здоровых фибробластах десны человека 
[20]. Фотомодуляция лазерным облучени-
ем усиливает пролиферацию, миграцию и 
секрецию хемокинов и цитокинов фиб-
робластов, подавляет экспрессию генов, 
связанных с воспалением, в остеобластах, 
фибробластах, клетках периодонтальной 
связки человека и эндотелиальных клетках 
[21]. Тем не менее, после троекратного 
применения диодного лазера у пациентов 
среднего возраста, мы наблюдали измене-
ние в экспрессии Ki-67, p53 и численности 
фибробластов десны по сравнению с 
условно здоровыми пациентами того же 

возраста и пациентами от 20 до 40 лет в 
пределах исследованного возраста. 

Заключение. Таким образом, моле-
кулярно-биологические эффекты приме-
нения диодного лазера у молодых паци-
ентов 20–40 лет с хроническим воспалени-
ем пародонта связаны с восстановлением 
численности фибробластов десны. В воз-
расте от 41 до 60 лет восстановления обще-
го числа десневых фибробластов после 
применения лазеротерапевтического воз-
действия при инфекции полости рта не 
происходит.
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