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Аннотация 
В нашей работе изучены особенности молекулярного состава зубной биопленки у пациентов в норме и при мно-
жественной кариозной патологии на различных этапах проведения профилактических мероприятий заболеваний 
ротовой полости путем экзогенного и эндогенного характера. 
Обнаруженные трансформации в синхротронных ИК-спектрах на различных стадиях эксперимента свидетельст-
вуют о дисбалансе между процессами де- и минерализации твердой ткани вследствие отличий в механизмах ад-
сорбции веществ, попадающих в ротовую полости эндо и экзогенным путем. Все обнаруженные изменения явля-
ются следствием различий в микробиоте биопленки в норме и при кариозной патологии, а также при воздействии 
на биопленку агентами профилактических средств.
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1. Введение 
Современная концепция исследования пато-

логических процессов деминерализации твёр-
дых тканей скелета человека, кариеса, эрозии, 
образования трещин и сколов зубов, а также ме-
ханизмов профилактики, препятствующих дан-
ным патологиям, постулирует важность исследо-
ваний молекулярного состава и фазовых прев-
ращений на границе эмаль/зубная биоплёнка на 
микро и наноуровне [1–4]. Биопленка выполня-
ет роль буфера, расположенного на поверхности 
эмали, через который происходят все обменные 
процессы между органоминеральным матрик-
сом апатита эмали [1, 5] и ротовой жидкостью, 
в которой присутствуют активные компоненты 
реминерализации: фосфатные и кальциевые 
комплексы [4,6]. Качественные исследования и 
контроль заболеваний ротовой полости, когда 
аналитом выступает биопленка, требует преци-
зионного определения изменений в ее молеку-
лярном составе. 

Информативной и высокоточной методикой 
для подобного рода анализа биологических сис-
тем является ИК-спектромикроскопия (FTIR) [7, 
8]. Использование FTIR при анализе биопленок 
уже продемонстрировало многообещающие ре-
зультаты, в частности, для обнаружения и иден-
тификация бактерий, входящих в состав био-
пленки [7–10]. Кроме того, неоспоримым преи-
муществам FTIR перед генетическими анализа-
ми является тот факт, что последние могут да-
вать информацию, которая не всегда соответст-
вует клеточным фенотипам, в то время как FTIR 
позволяет надежно отслеживать происходящие 
в аналите молекулярные биохимические изме-
нения, в том числе с течением времени [7–10].

Ранее нами уже демонстрировалось, что син-
хротронная ИК-спектромикроскопия является 
удобным методом изучения вторичной структу-
ры протеинов в биологических жидкостях рото-
вой полости, а также развития патологических 
процессов в ней. Вторичная структура белков 
определяет их пространственное и конформаци-
онное положение и потому, при наличии сопут-
ствующих факторов, может быть связана с пато-
логическими процессами в организме человека. 

Следует отметить, что в литературе практи-
чески отсутствует информация об изменениях 
в молекулярном составе зубной биопленки че-
ловека в зависимости от степени развитости ка-
риеса и метода его профилактики. 

Поэтому целью нашего исследования явля-
ется изучение особенностей молекулярного со-

става зубной биопленки в норме и патологии с 
привлечением методов синхротронной ИК-спек-
тромикроскопии.

2. Материалы и методы
2.1. Дизайн исследования

В нашем исследовании приняли образцы зуб-
ной биопленки, полученные у пациентов с раз-
личным типом кариесогенной ситуации их ро-
товой полости. Участники исследования первой 
группы были клинически здоровыми, не имели 
кариозных поражений зубной ткани. Во вторую 
группу участников исследования были отобраны 
пациенты, у которых имелись множественные 
поражения зубной эмали кариесом (ICDAS 1–2). 

На 1 этапе эксперимента биоплёнка у обоих 
групп участников эксперимента была отобрана 
после механической очистки зубов. 

На 2 этапе эксперимента биопленка взята у 
всех участников после чистки зубов с использо-
ванием зубной пасты, имеющей в своем составе 
глицерофосфат кальция. 

На 3 этапе эксперимента пациенты в тече-
ние 3 суток принимали минеральный комплекс 
с глицерофосфатом кальция, затем после меха-
нической очистки зубов были взяты образцы 
биопленки. 

2.2. Экспериментальная установка
Исследования молекулярного состава био-

плёнок были выполнены с привлечением обо-
рудования синхротронного центра г. Мельбурн, 
Австралия. Спектры были зарегистрированы в 
спектральном диапазоне 3100–900 см–1 со спек-
тральным разрешением 4 см–1, для чего исполь-
зовался ИК-спектрометр Bruker Vertex 80v и 
ИК‑микроскоп Bruker Hyperion 2000, оснащен-
ный алмазной приставкой высокого давления 
для микроколичественного анализа субстанций. 

3. Экспериментальные результаты 
и их обсуждение

FTIR-спектры, собранные в режиме погло-
щения, для образцов биопленки пациентов в 
норме и при развитии кариозной патологии, а 
также на различных этапах проведения экспе-
римента представлены на рис. 1, 2. Анализ по-
лученных результатов показал, что все спектры 
независимо от экспериментальной группы и ста-
дии эксперимента содержат один и тот же набор 
максимумов, которые можно приписать харак-
теристическим молекулярным связям. Предва-
рительное рассмотрение спектральных наборов 
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конкретных выборок также демонстрировало, 
что ИК-спектры в наборах отличаются друг от 
друга незначительно. Поэтому в нашей работе 
мы приводим усредненные по выборкам ИК-
спектры поглощения зубной биопленки. 

Анализ экспериментальных ИК-спектров 
поглощения биопленки выполнен на основе 

массива известных данных [7, 8, 11–15]. В этих 
работах методом колебательной ИК-спектро-
скопии исследованы ротовая жидкость чело-
века и зубная ткань при различных патологи-
ях в ротовой полости, а также биопленки. Ана-
лиз показал, что собранные нами на различных 
стадиях эксперимента ИК-спектры биопленок 

Рис. 1. Инфракрасные спектры поглощения образцов биопленки полученной с поверхности эмали 
зубов у клинически здоровой группы пациентов на различных этапах исследования: 1 – до проведения 
профилактики; 2, 3 – после проведения экзогенной и эндогенной профилактики

Рис. 2. Инфракрасные спектры поглощения образцов биопленки полученной с поверхности эмали 
зубов у группы пациентов с множественным кариесом на различных этапах исследования: 1 – до про-
ведения профилактики; 2, 3 – после проведения экзогенной и эндогенной профилактики
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имеют набор характеристических колебаний, 
которые можно соотнести с молекулярными 
группами различных белков, органических и 
минеральных агентов, а также микробиоты ро-
товой полости. 

Наиболее значительные изменения в относи-
тельных интенсивностях и профилях полос по-
глощения, присутствующих во всех ИК-спектрах 
образцов биопленки, сосредоточены в диапазо-
нах 3120–2760, 1780–1500 см–1 и 1200–900 см–1 и 
представлены на рис. 1 и 2. При анализе колеба-
тельных мод образцов биоплёнки обращает на 
себя внимание группа полос, локализованных 
в области 2950–2750 см–1 и приписываемых ко-
лебаниям C-H связей различных жирных кислот 
и липидов [7, 8]. Следует отметить, что наиболь-
шее изменение относительных интенсивностей 
данных полос в ИК-спектрах биоплёнок наблю-
дается для спектров, полученных для групп с 
различной кариесогенной ситуацией (рис. 2) на 
этапе применения профилактических средств. 
Анализ ИК-спектров биоплёнки от клинически 
здоровых пациентов (рис. 1) показал, что изме-
нения в спектральной области 2950–2750 см–1 
обусловлены типом проводимой профилактики. 
Этот факт легко детектируется с учетом харак-
терных спектральных особенностей в указанном 
диапазоне у используемых профилактических 
средств. В тоже время рассмотрение ИК-спект-
ров биоплёнки от лиц с множественным кари-
есом (рис. 2) демонстрирует, что значительные 
изменения в молекулярном составе биоплёнки 
происходят при непосредственном внесении в 
ротовую полость профилактических средств (об-
работка пастой), в то время как эндогенная про-
филактика менее интенсивно влияет на измене-
ние молекулярного состава биоплёнки. 

Аналогичную тенденцию можно проследить 
при анализе спектров в диапазоне 1200–900 см–1, 
где наблюдается группа высокоинтенсивных ко-
лебаний, ассоциированная с производными фос-
фора, такими как фосфаты, глицерофосфаты и 
фосфолипиды, важными с точки зрения рассмо-
трения процессов минерализации зубов [7, 8, 14]. 
Следует отметить, что в ИК-спектрах поглоще-
ния биопленок присутствуют полосы, появле-
ние которых и интенсивность в данном диапа-
зоне зависит как от кариесогенной ситуации, так 
и от стадии эксперимента, т. е. вида профилак-
тических мероприятий. К таким модам в спек-
тре следует отнести, во-первых, моду в области 
1082 см–1, которая ассоциированы с PO2

− асим-
метричным и симметричным валентным коле-

баниями фосфатных остатков и фосфолипида-
ми [7, 8, 14]. Во-вторых, моду, расположенную в 
области 1070–1020 cм–1, и представляющую со-
бой перекрывающиеся полосы колебаний, ас-
социируемых с органическими производными 
фосфатов, глицерофосфатом и фосфатазой, ком-
плексом C–O–P–O–C, а также клеточным кар-
богидратом. Сопоставление результатов уста-
навливает, что проводимая профилактика с ис-
пользованием органоминерального комплекса, 
содержащегося в таблетке и пасте, приводит к 
значительным перестроениям профиля полосы 
1160–960 см–1 в случае биоплёнки полученной у 
клинически здоровых пациентов. При этом для 
группы с множественным кариесом подобные 
изменения наблюдается только при непосред-
ственном внесении профилактического сред-
ства, молекулярный состав которого приводит к 
значительным изменениям в молекулярном со-
ставе биоплёнки в данном диапазоне. В случае 
использования органоминерального комплекса 
таблеток – молекулярный состав биоплёнки сла-
бо изменяется относительно ситуации до про-
ведения профилактики (рис. 3).

Следующий рассматриваемый диапазон 
ИК‑спектров, для которого наблюдаются значи-
тельные изменения, находится в области 1780–
1500 см–1. Одним из наблюдаемых спектральных 
изменений в составе биоплёнки можно отнести 
полосу в области 1730 см–1, которая может быть 
отнесена к полосам (>C=O) фосфолипидов, слож-
ных эфиров, жирных кислот и соотносится с ха-
рактеристической областью протеинов [7, 8, 11–
13, 15]. В тоже время к наиболее интенсивным 
полосам протеинов относятся: колебания Амид I 
(N–H, C=O) в области 1675–1615 см–1; полоса 
Амид II (N–H и C–N) в области 1575–1520 см–1 по 
данным работ [7, 8, 11–13, 15]. В случае зубной би-
оплёнки данные колебательные моды также мо-
гут быть соотнесены с пептидами [7, 13]. 

Хорошо видно, что влияние типа профилак-
тического средства в зависимости от кариесо-
генной ситуации у пациентов отражается на по-
ложении и форме колебательных моды Амид I 
и Амид II (рис. 1, 2). Так, для первой (здоровой) 
группы использование зубной пасты и таблет-
ки приводит к значительному (до 14 cм–1) сдви-
гу полосы Амид I в низкочастотную область по 
отношению к ее положению на I этапе экспери-
мента (без использования профилактических 
средств). Аналогичная тенденция наблюдается 
и для группы колебательных полос составляю-
щих профиль Amide II, где для здоровой группы 
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использование зубной пасты и таблетки приво-
дит к значительному (до 25 cм–1) сдвигу цент-
ра взвешивания полосы в низкочастотную об-
ласть по отношению к ее положению на I этапе 
эксперимента (без использования профилакти-
ческих средств).  

Для кариозной группы пациентов рассмо-
тренные особенности проявляются в меньшей 
степени. Так, низкочастотный (до 6 cм–1) сдвиг 
для полосы Амид I зафиксирован лишь на II эта-
пе (использование зубной пасты), а для III-эта-

па (использование таблетки) сдвиг отсутствует. 
При этом сдвиг максимума полосы Амид II со-
ставляет 15 cм–1 на II этапе (использование зуб-
ной пасты), а для III-этапа (использование таб-
летки) менее выражен и составляет 9 cм–1. 

Наблюдаемые изменения связаны с изме-
нением молекулярного состава биоплёнки как 
в результате различной кариесогенной ситуа-
ции, так и в результате действия профилактиче-
ских средств. Исходя из сопоставления резуль-
татов видно, что перестроение профиля полосы 

Рис. 3. Профиль полос Amid I и Amid II в инфракрасных спектрах поглощения здоровой (сверху) и ка-
риозной (снизу) групп, на различных этапах исследования: 1 – до проведения профилактики; 2, 3 – по-
сле проведения экзогенной и эндогенной профилактики
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Амид II (N–H и C–N) оказывается даже больше, 
чем Амид I. Данный факт больше относиться к 
типу колебаний C–N, которые могут изменять-
ся в широких пределах, отражая действия раз-
нообразных факторов на молекулярные связи.

Более детально проследить за изменениями 
во вторичной структуре белка помогает полоса 
Амид I, которая чувствительна к подобным пе-
рестроениям. Следует отметить, что  FTIR- спек-
троскопия весьма часто используется для изуче-
ния процессов конформации и агрегации про-
теинов in vitro [15, 16]. На основе наблюдаемых 
сдвигов в частоте компонент вторичной струк-
туры полосы Амид I [11, 15, 17, 18] можно уста-
новить влияние различных факторов на процес-
сы конформации белка. Поэтому в данной рабо-
те был выполнен прецизионный сравнительный 
анализ данных ИК-спектроскопии для выделен-
ного частотного диапазона 1750–1500 см–1

. Со-
поставление спектров образцов биоплёнки как 
для клинически здоровых пациентов, так и в 
случае множественного кариеса показывает, 
что положение и форма (полуширина) высоко-
частотной компоненты полосы Амид I в области 
1700–1600 cм–1 зависят не только от вида профи-
лактики, но и от кариесогенной ситуации у па-
циента. Так, в норме (для пациентов здоровой 
группы) использование зубной пасты и табле-
ток приводит не только к сдвигу полосы Амид I 
в низкочастотную область спектра относитель-
но I стадии (без использования профилактиче-
ских средств), но и к уменьшению полуширины 
полосы c 55 см–1 до 47 см–1 и 37 см–1 соответст-
венно. При этом в случае использования табле-
ток сдвиг положения и уменьшение полушири-
ны линии значительно выше, чем при исполь-
зовании зубной пасты. Это, вероятно, связано со 
временем нахождения в ротовой жидкости ком-
понент профилактических средств и их взаимо-
действия с биопленкой.

В ИК-спектре пациентов кариозной группы 
на I этапе эксперимента (без профилактики) по-
ложение высокочастотной компоненты полосы 
Амид I уже сдвинуто относительно того, которое 
наблюдается в ИК-спектре здоровой группы на 
7 см–1 в низкочастотную область. При этом при 
использовании зубной пасты происходит сдвиг 
положения и уменьшение полуширины полосы 
Амид I аналогично тому, которое наблюдает-
ся для здоровой группы (т. е. в норме). Однако 
при использовании таблеток, содержащих мине-
ральный комплекс с глицерофосфатом кальция, 
сдвиг полосы Амид I и уменьшение полушири-

ны линии не наблюдается. Более заметные раз-
личия в изменении полосы Амид II, для которой 
фиксируется изменение спектрального профиля 
и частотного положения как в случае использо-
вания пасты, так и таблеток. Следует отметить, 
что в случае использования пасты сдвиг полосы 
Амид II более выражен, но относительная ин-
тенсивность максимума ниже, чем в случае ис-
пользования таблеток, где она превосходит ин-
тенсивность данной спектральной полосы, по-
лученной от образцов до проведения профилак-
тических мероприятий. 

Полученные нами спектроскопические дан-
ные свидетельствуют о различном конформаци-
онном окружении и вторичной структуре проте-
инов зубной биопленки пациентов с различной 
кариесогенной ситуацией. Наблюдаемый сдвиг 
максимума высокочастотной компоненты поло-
сы Амид I и уменьшение полуширины связаны 
с перераспределением интенсивности компо-
нент вторичной структуры протеинов, извест-
ной по работам [11, 15, 19], а именно random coil 
(1648–1641 см–1) и a-helix (около 1660 cм–1). Об 
изменениях в молекулярном составе также сви-
детельствует изменения относительной интен-
сивности, частотного положения и спектраль-
ного профиля полосы Амид II, коррелирующие 
с изменениями полосы Амид I. Все обнаружен-
ные изменения являются следствием различий 
в микробиоте в норме и при кариозной патоло-
гии [20] при воздействии на биопленку агента-
ми профилактических средств [21].

Понимание изменений, происходящих в мо-
лекулярном и фазовом составе не только твер-
дых тканей зуба, но и ротовой жидкости и зуб-
ной биопленки в зависимости от кариесоген-
ной ситуации и типа профилактики, позволят 
учесть индивидуальные особенности пациентов 
и провести эффективную терапию по лечению 
кариесогенных заболеваний, деминерализации, 
эрозии и преждевременного истирания эмали.

4. Заключение
В нашей работе методом синхротронной 

ИК-микроспектроскопии изучены особенности, 
проявляющиеся в молекулярном составе зубной 
биопленки пациентов, при проведении профи-
лактики экзогенного и эндогенного характера у 
пациентов в норме и при множественной кари-
озной патологии. 

Обнаруженные трансформации в ИК-спек-
трах свидетельствуют о дисбалансе между про-
цессами де- и минерализации твердой ткани в 
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следствие отличий в механизмах адсорбции ве-
ществ, попадающих в ротовую полости эндо- и 
экзогенным путем. Все обнаруженные измене-
ния являются следствием различий в микроби-
оте биопленки в норме и при кариозной пато-
логии, а также при воздействии на биопленку 
агентами профилактических средств.
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