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Реферат. При проведении реконструктивных операций в пародонтологии перспективно 
применение производного эмалевого матрикса Эмдогаина, который хорошо стимулирует 
регенерацию мягких тканей, однако он не всегда достаточно эффективен в отношении ин-
фекционного воспаления. Среди возможных кандидатных препаратов, оказывающих про-
тивовоспалительный антимикробный эффект, рассматривается лактоферрин. Цель иссле-
дования — экспериментальное обоснование противомикробного действия лактоферрина 
в сочетании с производными эмалевого матрикса при формировании депо комплексного 
препарата. Материалы и методы. Для оценки антимикробной активности комплекса Эм-
догаина и лактоферрина проводили программируемое автоматическое культивирование 
S. aureus. Результаты регистрировали неинвазивно, с использованием встроенной системы 
измерения показателя оптической плотности, в соответствии с ключевыми точками развития 
культуры в периодической системе культивирования. Статистическую обработку проводили 
путем построения регрессионной зависимости (парабола второго порядка), с оценкой крите-
рия Фишера и коэффициентом корреляции Пирсона. Результаты и обсуждение. При культиви-
ровании S. aureus с Эмдогаином статистически достоверной разницы изменения оптической 
плотности относительно контрольного образца не наблюдалось, по сравнению и с лакто-
феррином, и с его комбинацией с остеопластическим материалом, которые продемонстри-
ровали выраженный антибактериальный эффект. Полученный результат был статистически 
достоверен. Заключение. Использование лактоферрина в комбинации с остеопластическим 
материалом Эмдогаином приводит к новому качеству комплекса — пролонгированному 
бактериостатическому действию в отношении исследованных микробных популяций и может 
быть рекомендовано для разработки лекарственной формы с регенерацией стимулирующи-
ми и антимикробными свойствами.

Ключевые слова: лактоферрин, биореактор, костная регенерация, пародонтит, эмалевая 
матрица, белок
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Abstract. When performing reconstructive operations in periodontology, the use of a derivative 
of the enamel matrix Emdogaine, which stimulates the regeneration of soft tissues well, is promis-
ing, but it is not always effective enough against infectious inflammation. Lactoferrin is considered 
among the possible candidate drugs that have an anti-inflammatory antimicrobial effect. The aim 
of the study was to experimentally substantiate the antimicrobial action of lactoferrin in combina-
tion with enamel matrix derivatives in the formation of a depot of a complex drug. Materials 
and methods. To assess the antimicrobial activity of the Emdogaine and lactoferrin complex, 
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programmed automatic cultivation of S. aureus was performed. The results were recorded non-in-
vasively, using the built-in optical density measurement system, in accordance with the key points 
of culture development in the periodic cultivation system. Statistical processing was carried out 
by constructing a regression dependence (a second-order parabola), with an estimate of the Fisher 
criterion and the Pearson correlation coefficient. Results and discussion. When cultivating S. aureus 
with Emdogaine, there was no statistically significant difference in the change in optical density 
relative to the control sample, compared with both lactoferrin and its combination with osteo-
plastic material, which demonstrated a pronounced antibacterial effect. The result obtained was 
statistically reliable. Conclusion. The use of lactoferrin in combination with the osteoplastic ma-
terial Emdogaine leads to a new quality of the complex — prolonged bacteriostatic action against 
the studied microbial populations and can be recommended for the development of a dosage form 
with regeneration stimulating and antimicrobial properties.

Key words: lactoferrin, bioreactor, bone regeneration, periodontitis, enamel matrix, protein

FOR CITATION:

Podporin M.S., Tsarev V.N., Ippolitov E.V., Tsareva T.V., Vishlenkova V.V., Goldman I.L., Sadchiko-
va E.R. Experimental substantiation of the development of the dosage form of lactoferrin with enamel 
matrix derivatives for use in periodontology. Clinical Dentistry (Russia). 2022; 25 (4): 74—80 (In Russ.). 
DOI: 10.37988/1811-153X_2022_4_74

ВВЕДЕНИЕ

Учитывая, что нарушение десневого прикрепления 
и разрушение тканей пародонта рассматриваются в ка-
честве ведущих патогенетических факторов прогрес-
сирования патологического процесса при пародонтите, 
в качестве одного из подходов в стратегии лечения дан-
ной патологии следует рассматривать восстановление 
утраченных тканей пародонтального комплекса [1]. Для 
решения этой задачи предложены различные лечебные 
подходы, включая костную трансплантацию, примене-
ние заместительного матрикса на основе гидроксиапа-
тита [1, 2], цитокиновой стимуляции регенерации тка-
ней пародонта [3, 4], использования стволовых клеток, 
управляемую регенерацию тканей с использованием 
производного матрикса эмали [5]. На основании прин-
ципов доказательной медицины установлено, что все 
эти методы лечения позволяют достичь поставленной 
задачи [6].

В идеале пародонтальная реконструкция должна 
обеспечивать регенерацию альвеолярной кости, вос-
становление цемента и пародонтальной связки, а также 
способствовать адекватному уплотнению тканей па-
родонтального комплекса с учетом пространственного 
распределения клеток и сигнальных молекул, участву-
ющих в этом конкретном процессе заживления [4, 7].

Пародонтальная регенерация, опосредованная ис-
пользованием производного матрикса эмали, основана 
на имитации формирования поддерживающего аппара-
та зуба [8]. Эмалевый матрикс состоит из ряда белков, 
90% из них составляют амелогенины. Считается, что 
такие белки индуцируют образование пародонтального 
прикрепления во время формирования зубов. Единст-
венный коммерчески доступный продукт, использую-
щий белки эмалевой матрицы, получил название Эм-
догаин (Emdogain®) производства фирмы Straumann 
(Швейцария).

Эмдогаин хорошо стимулирует регенерацию мяг-
ких тканей, однако он не всегда достаточно эффективен 
в отношении инфекционного воспаления, вызываемого 
пародонтальной микробиотой. Микробная контамина-
ция приводит к задержке процесса регенерации тканей 
и является первостепенным фактором в формировании 
инфекционных осложнений. Среди препаратов-канди-
датов, оказывающих противовоспалительный антими-
кробный эффект, в настоящее время рассматривается 
лактоферрин [6—8].

Лактоферрин — биоразлагаемое, хорошо перено-
симое соединение, присущее многим живым организ-
мам, которое в пародонтологии может использоваться 
как эффективное терапевтическое средство [9]. Данный 
белок оказывает противомикробное действие по отно-
шению к широкому кругу микроорганизмов (бактерии, 
грибы, вирусы и паразиты) [10]. При этом в литературе 
описаны два основных механизма, с помощью которых 
лактоферрин способен проявлять свою антимикроб-
ную активность. Эти механизмы обусловлены как его 
способностью связывать железо, так и прямым антими-
кробным воздействием. 

В  то  же  время у  лактоферрина отмечена много-
функциональная иммунотропная активность [11, 12]. 
Совокупность этих свойств может способствовать до-
стижению наилучшего клинического эффекта при лече-
нии заболеваний пародонта на основе пародонтальной 
регенерации.

Цель исследования — экспериментальное обо-
снование противомикробного действия лактоферрина 
в сочетании с производными эмалевого матрикса при 
формировании депо комплексного препарата.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ

На первом этапе проводили параллельное культиви-
рование музейного штамма Staphylococcus aureus, как 
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чистой популяции (контроль), так и с добавлением ис-
следуемых препаратов:

•	лактоферрин, 0,6  г  (итоговая концентрация 
33 мг/мл);

•	Эмдогаин, 0,6 мл;
•	лактоферрин (0,6 г) с Эмдогаином (0,6 мл).

S. aureus размножали добавлением 1 мл (108 КОЕ) 
микробной взвеси музейного штамма в 20 мл питатель-
ного бульона. Использовали пробирки объемом 50 мл 
с мембранным фильтром для регулирования газообмена 
TubeSpin (Швейцария) и анаэробный бульон Уилкинса—
Шалгрена (Himedia, Индия).

Автоматическое программируемое культивирова-
ние проводили в  8-канальном автоматическом био-
культиваторе RTS-8 (Biosan, Латвия) при 37°C в течение 
42 ч. Независимый анализ (в каждом образце отдельно) 
полученных результатов проводили с интервалом 1 ч 
в нескольких параллелях. Динамику развития культуры 
оценивали по изменению мутности среды, измереяя 
ее оптическую плотность при длине волны 850 нм с ин-
терпретацией по МакФарланду (ед. MCF).

Исследуемые образцы добавляли тремя равными 
порциями на 6-й, 12-й и 18-й час культивирования.

Для оценки возможности формирования проти-
вомикробного депонирующего комплекса проводили 
статичное культивирование популяции S. sanguis, F. nu-
cleatum и P. intermedia в жидкой среде, с периодической 
регистрацией оптической плотности.

В стерильных пробирках объемом 20 мл и с исполь-
зованием стерильной среды для подращивания при-
готовили 9 мл микробной суспензии с концентрацией 

каждого вида микроба 1,5·108 КОЕ. Мутность получен-
ной взвеси измеряли денситометром DEN-1B (Biosan, 
Латвия), которая для каждой комбинации составила 
0,5±0,3 ед. MCF. Биокультивирование микробной ком-
бинации проводили в анаэробных условиях, в статично 
установленных пробирках объемом 50 мл в анаэростате 
на анаэробном бульоне Уилкинса—Шалгрена [13].

В стерильный питательный бульон добавляли 1 мл 
микробной взвеси и одномоментно вносили:

•	лактоферрин, 0,6 г;
•	лактоферрин (0,6 г), Эмдогаин (0,7 мл) и аутологич-

ный дентинный матрикс (1 г крошки, обработанной 
спиртом и хлоргексидином) — ∑ 3 г.
Депонирующий комплекс формировался в асепти-

ческих условиях путем гомогенного соединения всех 
компонентов с последующим прессованием в лунках 
триацетатных стерильных микрокассет.

Статистическую обработку проводили путем по-
строения регрессионной зависимости (парабола вто-
рого порядка) с оценкой критерия Фишера (F-фактор) 
и вычислением коэффициента корреляции Пирсона. 
Применяли метод наименьших квадратов, основанный 
на минимизации суммы квадратов отклонений некото-
рых функций от искомых переменных. Различия оце-
нивали как статистически значимые при p<0,05, при 
p<0,001 достоверность считалась высокой.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При культивировании музейного штамма S.  aureus 
в контрольной пробирке адаптивная фаза отмечалась 

 S. aureus  Лактоферрин  Эмдогаин  Лактоферрин с Эмдогаином
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Рис. 1. Динамика роста S. aureus при добавлении лактоферрина, Эмдогаина и комбинации лактоферрина с Эмдогаином (ед. MCF): 
P0 — адаптивный период, Р1 — период ускоренного развития, Р2 — период истинного логарифмического развития, Р3 — период 
торможения роста, Р4 — стационарный период, Р5 — период гибели�  
Fig. 1. Growth dynamics of S. aureus upon addition of lactoferrin, Emdogaine, and the combination of  lactoferrin and Emdogaine (MCF 
units): P0 — adaptive period, P1 — period of accelerated development, P2 — period of true logarithmic development, P3 — period of growth 
inhibition, P4 — stationary period, P5 — period of death
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до 4-го часа эксперимента (рис. 1). Постепенное уве-
личение оптической плотности, обусловленное бак-
териальным приростом, отмечалось с 4-го по 9-й час. 
Данный период, предшествующий экспоненциальному 
скачку, характеризовался увеличением частоты клеточ-
ного деления и нарастанием числа клеток. Учитывая 
высокую метаболическую активность бактериальных 
клеток в данный период и предшествующую стадию ло-
гарифмического прироста, данный временной промежу-
ток был взят за начальную точку анализа формируемого 
накапливаемого эффекта, при добавлении различных 
вариантов исследуемых образцов.

Экспоненциальная фаза, характеризуемая интен-
сивным подъемом оптической плотности, прослежи-
валась на промежутке с 9-го по 13-й час. В окончании 
данного периода отмечалось достижение бактериаль-
ной популяцией ключевой точки оптической плотности, 
выраженной в максимальном значении оптического чи-
сла в окончании истинного логарифмического разви-
тия культуры (показатель α) — 3,5±0,3 ед. MCF (13 ч). 
Далее прослеживаемая тенденция к  увеличению оп-
тической плотности не характеризовалась взрывной 
генеративной активностью, и на протяжении 3 ч от-
мечался период торможения. Скорость размножения 
бактерий в данном случае снижалась, количество де-
лящихся особей уменьшалось, а количество погибших 
клеток увеличивалось. К 16-му часу культивирования 
достигнут апогей бактериального прироста в данной 
пробирке, что отмечено вторым ключевым показате-
лем — показатель β (максимальный показатель опти-
ческой плотности, соответствующий максимальной ми-
кробной концентрации, М-концентрация). Оптическое 
значение в данной точке — 3,9±0,3 ед. MCF (16 ч). Фаза 
динамического равновесия прослеживалась на протя-
жении 5 ч, без существенных колебаний оптического 
значения. В данный период число жизнеспособных кле-
ток достигает максимума и не увеличивается, поскольку 
скорость размножения бактерий равна скорости их от-
мирания. Средний показатель оптической плотности 
в данной фазе — 3,9±0,3 ед. MCF (16—21 ч). С 21-го часа 

эксперимента отмечалась фаза отмирания бактериаль-
ных популяций, характеризуемая аутолитическим рас-
творением клеток, а также наличием оставшихся в жи-
вых особей в состояние покоя.

Чистый лактоферрин
После первичного добавления к S. aureus чистого лак-
тоферрина (6-й час эксперимента) отмечалось тормо-
жение бактериального развития с характерным фор-
мированием кинетики построения кривой развития 
культуры по линейному принципу. Данная пролонгация 
фазы ускоренного развития задерживала возможность 
бактериальных клеток к переходу в экспоненциальное 
увеличение микробного числа, тем самым до 9-го часа 
культивирования тенденции к логарифмическому скач-
ку не наблюдалось. Увеличение оптической плотности 
после 9-го часа эксперимента характеризовалось стрем-
лением бактериальной популяции к быстрому развитию, 
что также являлось условием к повторному добавлению 
лактоферрина. Средняя скорость бактериального при-
роста на промежутке 9—12 ч — 0,2±0,3 ед. MCF. Пока-
затель оптической плотности на 12-й час культивиро-
вания — 1,2±0,3 ед. MCF. После повторного добавления 
чистого лактоферрина (12-й час эксперимента) отме-
чалось явное наличие диауксийного перехода в разви-
тие культуры. Бактериальная задержка развития была 
минимальной (до 2 ч), с последующим, уже более дли-
тельным промежутком повторного интенсивного раз-
витием клеточной популяции, при снижающейся скоро-
сти суммарного прироста биомассы. Средняя скорость 
бактериального прироста на промежутке 12—18 ч — 
0,1±0,3  ед.  MCF. Показатель оптической плотности 
на 18-й час культивирования — 2,2±0,3 ед. MCF. После 
последнего добавления исследуемого образца лакто-
феррина (18-й час), длительность пролонгации задер-
жки бактериального развития была аналогична периоду 
на 12—14-й час эксперимента. Изменение оптической 
плотности при возобновлении способности к активному 
делению клеток не отражало картину логарифмического 
прироста и способствовало постепенному снижению ге-

неративной скорости увеличения 
клеток, имея при этом тенденцию 
отрицательного ускорения. Сред-
няя скорость бактериального 
прироста на промежутке 18—23 ч 
являлась минимальной по  срав-
нению с предыдущими показате-
лями и составила 0,1±0,3 ед. MCF. 
Оптическая плотность при М-
концентрации — 2,8±0,3 ед. MCF.

Эмдогаин
При культивировании S.  aureus 
с Эмдогаином статистически до-
стоверной разницы изменения оп-
тической плотности относительно 
контрольного образца не наблю-
далось.
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Лактоферрин с Эмдогаином
При первичном добавлении данного комплекса пре-
паратов отмечалось торможение клеточного развития 
с последующим длительным периодом его сохранения 
(до 10-го часа культивирования). Последующая скорость 
бактериального прироста, отраженная в виде изменения 
показателя оптической плотности, не совпадала с по-
казателем аналогичного параметра при культивирова-
нии клеток с образцом чистого лактоферрина и была 
значительно меньше (0,8±0,3 ед. MCF). При повтор-
ном добавлении исследуемого комплекса (на 12‑й час 
эксперимента) отмечалась максимальная за все время 
эксперимента пролонгация периода задержки возобнов-
ления бактериального развития, которая превалировала 
в 2 раза по отношению к использованию чистого образ-
ца лактоферрина, и было заметно укорочение периода 
последующего бактериального прироста (16—18-й час). 
Однако генеративная скорость популяции при этом 
была сравнима с предыдущим образцом. К 18-му ча-
су эксперимента, после заключительного добавления 
ингибирующего фактора, линейный тип развития кри-
вой прослеживался на протяжении 3 ч, с последующим 
длительным увеличением биомассы и, как следствие, 
с более поздним достижением бактериальными клетка-
ми М-концентрации. Показатель оптической плотности 
в ключевой точке развития β — 2,0±0,3 ед. MCF. Средний 
показатель оптической плотности при стационарном 
равновесии культуры — 2,1±0,3 ед. MCF (25—29 час), 
что на 27,1% ниже, чем в предыдущем образце.

Средний показатель оптической плотности при 
изменении бактериального прироста за  весь пери-
од интенсивного развития клеток в образце с чистым 

лактоферрином — 0,1 ед. MCF (6—23-й час), в образ-
це с  лактоферрином и  Эмдогаином  — 0,1  ед.  MCF 
(6—25‑й час).

Противомикробный депонирующий комплекс
Использование лактоферрина в комбинации с остеопла-
стическим материалом Эмдогаином приводит к новому 
качеству комплекса — пролонгированному бактерио-
статическому действию в отношении исследованных 
микробных популяций и может быть рекомендовано 
для разработки лекарственной формы с регенерацией 
стимулирующих и антимикробных свойств. При при-
менении лактоферрина в чистом виде отмечается более 
выраженное воздействие в отношении исследованного 
штамма. В то же время комбинация данного исследу-
емого образца лактоферрина с остеопластическим ма-
териалом, по-видимому, способствует дозированному 
выходу белка и  его последующему взаимодействию 
с субстратом, отсрочивая периоды взрывного развития 
культуры стафилококка, т.е. оказывает пролонгирован-
ное антибактериальное действие (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, принципы лечения больных пародонти-
том предусматривают одновременное решение несколь-
ких задач: стабилизация воспалительно-деструктивных 
процессов в пародонте и предупреждение дальнейшего 
развития патологического процесса; сохранение и вос-
становление функции пародонта и зубов; предупрежде-
ние развития общих и местных осложнений, а также 
негативного влияния на общее здоровье и качество жиз-

ни пациентов. Вместе с тем решение 
этих задач невозможно без проведе-
ния антимикробного (этиотропно-
го) лечения [14].

Достаточно хорошо известны 
основные направления антибио-
тикотерапии при пародонтите. Это 
устранение острых воспалительных 
явлений, антимикробная санация 
пародонтального кармана, измене-
ние соотношения между патоген-
ной (вирулентной) и непатогенной 
(стабилизирующей) микрофлорой 
в сторону последней, профилактика 
системных и местных инфекцион-
ных осложнений, в том числе при 
инвазивных вмешательствах, пре-
дотвращение развития суперин-
фекции, включая грибковое пора-
жение, снижение уровня микробной 
нагрузки, чтобы помочь организму 
в борьбе с инфекцией. При плани-
ровании антимикробной химиоте-
рапии приоритет цели определяется 
характером течения процесса, ри-
ском местных и общих осложнений 
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(включая сопутствующие заболевания, возраст и т.д.), 
длительностью, ранее проводимым лечение и включает 
как системную, так и местную антимикробную тера-
пию [15].

Именно вышеуказанные пункты, на  наш взгляд, 
должно учитываться при создании лекарственных 
средств на основе белков и пептидов для лечения пато-
логии пародонта. При этом исследователи должны выд-
вигать несколько специфических требований к качест-
вам основного вещества, в частности биодоступность 
лекарственной формы в организме человека, высокая 
антимикробная активность против основных патогенов 
полости рта как в планктонном состоянии, так и в соста-
ве биопленки; противовоспалительное действие и спо-
собность повышать устойчивость к окислительному 
стрессу и его последствиям, наличие иммуномодули-
рующих свойств, направленных на коррекцию основ-
ных патогенетически значимых иммунных механизмов; 
минимальная активность в отношении представителей 
нормальной микробиоты и пробиотиков; предотвраще-
ние миграции основных патогенов за пределы полости 
рта (профилактика их системных эффектов) [4].

Естественная концентрация лактоферрина в слюне 
и жидкости из пародонтального кармана сильно ко-
леблется — от 1,5 до 350 мкг/мл, при этом у пациен-
тов с гингивитом или пародонтитом в фазе обострения 
определяются более высокие уровни лактоферрина 
по сравнению со здоровыми людьми [16]. Однако даже 
в низком диапазоне естественных концентраций лак-
тоферрина уже выявляется его активность в отноше-
нии некоторых бактерий пародонта [17]. Это позволяет 
предполагать, что не только противомикробные эффек-
ты, но и другие проявления биологической активности 
лактоферрина могут играть дополнительную важную 
роль в защите организма хозяина и регуляции воспа-
ления [18], а уровень лактоферрина в слюне из-за его 
высокой корреляции со степенью поражения пародонта 
некоторые авторы рекомендуют в качестве биомаркера 
этого патологического состояния [19].

Для использования в стоматологии лактоферрин, 
как правило, извлекается из коровьего молока и впо-
следствии добавляется во многие коммерческие про-
дукты: в пищевые добавки, детские смеси, косметику 
и зубную пасту. В последние годы для этой цели весьма 
перспективным считают получение рекомбинантных 
форм человеческого лактоферрина [20].

В научной литературе антибактериальная актив-
ность Эмдогаина описана неоднозначно [21]. В двух 
исследованиях отмечалась достоверная активность в от-
ношении представителей грамотрицательной флоры 

в монокультуре (снижение концентрации A. actinomy-
cetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia) [22], а также при 
оценке жизнеспособности биопленки в сравнении с про-
пиленгликолем и 0,2% хлоргексидином (для Эмдогаи-
на, пропиленгликоля и хлоргексидина на 19, 22 и 35% 
соответственно в сравнении с контрольными группа-
ми) [23]. В свою очередь, в исследовании C. Walter, при 
сравнении ингибирующего действия пропиленгликоля 
и Эмдогаина методикой диффузии в агар в отношении 
P. gingivalis, последний не выявил зоны ингибирования, 
однако пропиленгликоль продемонстрировал статисти-
чески значимые зоны ингибирования [24].

Также ни в одном приведенном исследовании на ан-
тимикробную активность не подтверждалось действие 
в отношении грамположительной флоры, в том числе 
на стафилококк, поэтому исходя из имеющихся резуль-
татов определенные выводы следует интерпретировать 
с большой осторожностью, так как общий эффект лече-
ния может быть переоценен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты автоматического культивирования, полу-
ченные в  нашем исследовании, с  большей степенью 
достоверности подтверждают, что препарат Эмдога-
ин не оказывает антимикробного действия в отноше-
нии представителя грамположительной микробиоты 
(S. aureus), однако при добавлении лактоферрина эта 
активность выявляется и даже превосходит уровень 
активности только лактоферрина в той же дозе. Полу-
ченный результат усиления антимикробного эффекта 
может быть обусловлен особенностями эмалевого мат-
рикса как депонирующего агента.
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