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Исследование слоев биоптатов десны 
человека методом спектроскопии 
комбинационного рассеяния

Реферат. Актуальная задача современной стоматологии — восстановление дефектов и недо-
статков слизистой оболочки полости рта собственными аутотрансплантатами десны. Оценка 
качества и пригодности аутотрансплантатов десны к пересадке осуществляется визуально ли-
бо трудоемкими и инвазивными гистологическими методами исследований. В настоящее вре-
мя многие оптические методы нашли широкое распространение в биомедицинских задачах. 
Одним из широко применяемых методов в стоматологических задачах является спектроскопия 
комбинационного рассеяния. Цель работы — исследование слоев биоптатов десны человека 
методом спектроскопии комбинационного рассеяния на специализированном эксперимен-
тальном стенде со спектрографом Shamrock SR303i с интегрированной цифровой камерой, 
охлаждаемой до −60°C, оптическим модулем комбинационного рассеяния PBL785 и компью-
тером. Материалы и методы. Изучали биоптаты десны 7 человек, полученные с помощью 
мукотома. Полученный материал был условно разделен на 3 группы: кератинизированный 
(ороговевающий) слой, эпителиальный слой, слой соединительной ткани. Обработка полу-
ченных спектров комбинационного рассеяния включала фильтрацию автофлуоресценции 
методом вычитания флуоресцентной составляющей полиномиальной аппроксимацией со сте-
пенью полинома 11, а также статистическую обработку данных с применением линейного дис-
криминантного анализа. Результаты. Установлены спектральные особенности исследуемых 
слоев биоптатов десны человека, которые проявляются в уменьшении интенсивности линий 
комбинационного рассеяния, соответствующих вкладу белков и липидов и показывающих 
зрелость ороговевшей слизистой полости рта. Также наблюдается усиление линий комбинаци-
онного рассеяния, которые соответствуют клеточным компонентам и связаны с образованием 
кератиновых филаментов в клетках ороговевающего слоя. Заключение. Спектроскопический 
анализ комбинационного рассеяния позволяет проводить экспресс-оценку регенераторного 
потенциала аутобиоптата при восстановлении дефектов слизистой оболочки полости рта.

Ключевые слова: биоптаты, десна, спектроскопия комбинационного рассеяния, мукогин-
гивальная интеграция
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Examination of human gum biopsy layers using Raman spectroscopy

Abstract. An urgent task in modern dentistry is the restoration of de-
fects and deficiencies in the oral mucosa with proprietary gum auto-
grafts. Evaluation of the quality and suitability of gum autografts for 
transplantation is carried out only by visual means, or by histological 
methods, which are time-consuming and invasive research methods. 
Currently, there are many optical methods that are widely used in bio-
medical tasks. One of the widely used methods in dental tasks is Raman 
spectroscopy. Therefore, the aim of the work was to study the layers 
of human gum biopsies using Raman spectroscopy. This method was 
implemented using a specialized experimental stand, which includes 

a Shamrock SR303i spectrograph with an integrated digital camera 
cooled to −60°C, a PBL785 optical Raman module and a computer. 
Materials and methods. The research materials were human gums 
obtained by mucotomy in 7 patients. The resulting material was condi-
tionally divided into 3 groups: keratinized (keratinized) layer, epithelial 
layer, connective tissue layer. Further processing of the obtained Raman 
spectra included autofluorescence filtering by subtracting the fluores-
cent component by polynomial approximation with a polynomial de-
gree of 11, as well as statistical data processing using linear discriminant 
analysis. Results. Spectral features of the studied layers of human gum 
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biopsies were established, which are manifested in a decrease in the in-
tensity of Raman lines corresponding to the contribution of proteins and 
lipids and showing the maturity of the keratinized oral mucosa. There 
is also an increase in Raman scattering lines, which correspond to cellular 
components and are associated with the formation of keratin filaments 
in the cells of the keratinizing layer. In the course of the experiments, 

it was shown that spectroscopic Raman analysis allows for an express 
assessment of the regenerative potential of an autobioptate in the res-
toration of oral mucosa defects.

Key words: biopsy specimens, gums, Raman spectroscopy, mucogin-
gival integration

ВВЕДЕНИЕ

Актуальная задача современной стоматологии — восста-
новление дефектов и недостатков слизистой оболочки 
полости рта собственными аутотрансплантатами дес-
ны [1—3]. При дентальной имплантации объем, харак-
теристики и структура прикрепленной десны оказывают 
непосредственное влияние на процесс резорбции кост-
ной ткани вокруг имплантата, а их нехватка способству-
ет возникновению местных воспалительных процессов. 
Согласно данным отечественных и зарубежных иссле-
дований, отсутствие прикрепленной десны или ее не-
достаточная толщина и высота приводят к постепенной 
утрате объема маргинальной костной ткани, которая 
может достигать от 1,29 до 3,1 мм в вертикальном из-
мерении [4, 5].

Мягкие ткани выполняют роль буферной зоны, 
обеспечивая защиту имплантата и подлежащей костной 
структуры как с механической, так и с биологической 
точки зрения. Важно достичь не только остеоинтегра-
ции имплантата, но и мукогингивальной интеграции 
мягких тканей, которые окружают суб- и супраструк-
туру имплантата. Костная ткань должна быть защище-
на от проникновения патогенных микроорганизмов. 
Повреждение слизистой оболочки вокруг зубов или 
имплантатов создает условия для доступа агрессивной 
микрофлоры к нижележащей кости. В таких случаях 
необходимо создать защитный барьер, который мож-
но рассматривать как биологическую буферную зону 
для охраны мягких тканей. В клинической практике 
используется концепция WHS, согласно которой для 
формирования такой защитной буферной зоны необ-
ходимо следовать определенному лечебному протоко-
лу, соответствующему трем критериям. Авторы этого 
протокола подчеркивают важность обработки мягких 
тканей с учетом ширины (W), высоты (H) и стабиль-
ности (S) [6].

Однако оценка качества и пригодности аутотранс-
плантатов десны к пересадке осуществляется лишь ви-
зуально либо гистологическими, т.е. трудоемкими и ин-
вазивными методами исследований. Данные способы 
также не позволяют оценить состав и регенераторный 
потенциал трансплантата для конкретного клиническо-
го случая. В то же время с совершенствованием и при-
менением различных физических методов исследований 
открываются новые возможности неинвазивной оценки 
состава биоматериалов.

В  настоящее время многие оптические методы 
нашли широкое распространение в биомедицинских 
задачах. Одним из  широко применяемых методов 
в  стоматологических задачах является спектроско-
пия комбинационного рассеяния (СКР, рамановская 

спектроскопия), которую можно применять для оцен-
ки спектральных свойств аутотрансплантатов десны 
человека.

В  литературе представлено значительное коли-
чество отечественных и зарубежных публикаций, по-
священных применению данного метода. В  работе 
С.А. Минаевой и соавт. (2015) описаны результаты срав-
нительного исследования минерализованных тканей 
челюсти человека с помощью традиционных рутинных 
гистологических методов и СКР. Авторы констатиру-
ют, что совместное использование указанных методов 
позволяет получить значительно больше информации 
о течении патологических процессов в минерализован-
ных тканях (на примере кариеса), а также определить 
особенности минерализации в условиях направленной 
костной регенерации [7].

В 2011 г. W.L. Lo и соавт. при помощи СКР была 
исследована клеточная активность тканей инженерно-
го биоматериала ex vivo, произведенного эквивалента 
слизистой оболочки полости рта [8]. СКР также нашла 
применение в исследовании дифференцировки остео-
бластов B. Davidson и соавт. (2012)[9], а также в изуче-
нии распределения белков и липидов на разных стадиях 
деления ооцита в работе H.K. Chiang и соавт. (2009) [10].

Цель работы — исследования слоев биоптатов дес-
ны человека методом спектроскопии комбинационного 
рассеяния.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ

В качестве объектов исследований были использова-
ны биоптаты десны, полученные с помощью мукотома 
у 7 пациентов от 22 до 60 лет с показаниями для ауто-
трансплантации биоптатов при оперативных вмеша-
тельствах в полости рта, например при мягкотканной 
пластике. Все образцы были разделены на 3 группы в за-
висимости от исследуемого слоя биоптата десны:
	 I —	кератинизированный (ороговевающий) слой;
	II —	эпителиальный слой;
	III —	слой соединительной ткани.

Спектроскопическое исследование было выпол-
нено на экспериментальном стенде c полупроводни-
ковым лазером на  объемных брэгговских решетках 
(LML-785.0RB-04, 450 мВт), спектрографом Shamrock 
SR303i с интегрированной цифровой камерой, охлажда-
емой до −60°C, оптическим модулем комбинационного 
рассеяния PBL785 и компьютером [11]. Спектрограф 
Shamrock SR303i обеспечивает разрешение 0,15  нм 
по длине волны при низком уровне собственных шу-
мов. Спектры регистрировали с помощью оптического 
зонда [12] и обрабатывали [13]. Весь анализ спектров 
выполняли в диапазоне 450—1800 см−1. С помощью 
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методов стандартизации и  фильтра максимального 
правдоподобия Савицкого—Голея (MLE-SG) была про-
ведена нормализация и сглаживание спектров КР. Для 
фильтрации автофлуоресценции в спектре применен 
метод вычитания флуоресцентной составляющей поли-
номиальной аппроксимацией со степенью полинома 11.

При статистической обработке данных применяли 
линейный дискриминантный анализ.

Клинический пример
Пациентка Г., 50 лет. Забор биоптата, состоящего из со-
единительной и эпителиальной тканей, осуществляли 
при помощи ручного мукотома диаметром 1 мм из ре-
тромолярной области с нёба в области зуба 2.7. Полу-
ченный биоптат длиной 7 мм помещали в стерильный 
одноразовый шприц со стерильным физраствором и от-
правляли в лабораторию для спектроскопического и ги-
стологического исследования (рис. 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Спектральные различия исследуемых групп образцов 
проявляются во всем исследуемом диапазоне от 400—
1800 см−1. Видно, что значения интенсивности линий 
комбинационного рассеяния изменяются в зависимости 
от исследуемого слоя (рис. 2).

Наименьшие значения интенсивности линий ком-
бинационного рассеяния соответствуют вкладу белков 

и липидов, они характерны для кератинизированного 
(ороговевающего) слоя биоптата десны. Данные спект-
ральные изменения демонстрируют взаимосвязь между 
зрелостью ороговевшей слизистой оболочки полости 
рта и различными компонентами соединительной ткани 
и эпителиального слоя (см. таблицу).

Помимо уменьшения интенсивности спектральных 
линий для кератинизированного слоя, в данном слое 

Характерные максимумы спектра комбинационного рассеяния 
исследуемых объектов 
Characteristic maxima of the Raman spectrum
Волновое 
число, см−1 Расшифровка

584 Триптофан/цитозин, гуанин
645 Фенилаланин (протеины)
780 Цитозин/урациловое кольцо (нуклеотиды)
873 Коллаген
940 Пролин, гидроксипролин
1100 Цепочки (C—C)n в липидах
1156 Растяжение C—C- и C—N-связей в протеинах
1175 C-H-связи тирозина (протеины)

~1240—1250 Амиды III
1440~1440 Колебания связей —CH2 и —CH3 
1650 Амид I
1742 Фосфолипиды

A B C
Рис. 1. Забор биоптата: A— мукотом с биоптатом; B — биоптат; 
C — донорская зона после забора биоптата 

Fig. 1. Biopsy sampling: A — mucotome with biopsy; B — biopsy; C — 
donor area after biopsy sampling
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Рис.  2. Усредненные спектры  КР исследуемых образцов: красная ли-
ния  — кератинизированный (ороговевающий) слой, синяя линия  — 
эпителиальный слой, зеленая линия — слой соединительной ткани 

Fig. 2. Averaged Raman spectra of the studied samples: red line — keratin-
ized layer, blue line — epithelial layer, green line — connective tissue layer
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наблюдается усиление линий ~1320 см−1 (ДНК/РНК) 
и ~1390 см−1 (протеины, липиды, нуклеиновые кисло-
ты), которые соответствуют клеточным компонентам 
и, видимо, связаны с образованием кератиновых фила-
ментов в клетках ороговевающего слоя. Данные спект-
ральные изменения обусловлены прочным механиче-
ским пластом, состоящим из сшивкок белков и липидов, 
характерных для ороговевающего слоя с образованием 
утолщенной плазмолеммы, заполненной кератиновыми 
филаментами [14].

Линия спектра ~1320 см−1 отсутствует в слое соеди-
нительной ткани биоптата, что свидетельствует об от-
сутствии кератиновых филаментов в клетках слоя сое-
динительной ткани.

Наблюдается увеличение интенсивности линии 
в области ~1000 см−1 (фенилаланин) для кератинизи-
рованного (ороговевающего) и эпителиального слоев, 
что, видимо, связано с дегидратацией цитоплазмы при 
заполнении филаментов, погружающимися в связыва-
ющий матрикс [11].

На рис. 3 представлен результат применения создан-
ной модели-классификатора линейно-дискриминант-
ного анализа.

С помощью U-критерия Манна—Уитни сравнива-
ли распределения относительных интенсивностей ли-
ний спектров I группы с распределениями III группы. 
Значимость различий p=0,008 говорит о значительном 
спектральном различии этих двух слоев. Значимость 
различий между I и II группами p=0,192, а это свиде-
тельствует о том, что кератинизированный (орогове-
вающий) и эпителиальный слои имеют слабые спект-
ральные различия. По-видимому, это обусловлено тем, 
что эти два слоя граничат между собой и именно в них 
происходят изменения в цитоплазме с образованием 
кератиновых филаментов. В то же время значимость 
различий между II и III группой p=0,023, что свидетель-
ствует о заметных спектральных отличиях между иссле-
дуемыми группами. Из рис. 4 видно, что полученный 
классификатор показал хорошие результаты, образцы 
между собой отличаются.

На рис. 5 представлены наиболее информативные 
линии спектра комбинационного рассеяния, которые 
вносят вклад в разнесение по группам с помощью ли-
нейно-дискриминантного анализа. Видно, что наиболь-
ший вклад в изменение между исследуемыми образцами 
вносят линии комбинационного рассеяния, соответст-
вующие органической составляющей (белки и липиды), 
интенсивность которых меняется в зависимости от ис-
следуемого слоя биоптата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований с  помо-
щью СКР были установлены спектральные особен-
ности исследуемых слоев биоптатов десны человека, 
которые проявляются в уменьшении интенсивности 
линий комбинационного рассеяния, соответствующие 
вкладу белков и липидов и показывающие зрелость 
ороговевшей слизистой полости рта. Кроме того, на-
блюдается усиление линий ~1320  см−1  (ДНК/РНК) 
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и ~1390 см−1 (метильные группы белков и жиров, нукле-
иновые кислоты), которые соответствуют клеточным 
компонентам и, видимо, связаны с образованием кера-
тиновых филаментов в клетках ороговевающего слоя.

Увеличение интенсивности линии спектра в области 
~1000 см−1 (фенилаланин) для кератинизированного 
(ороговевающего) и эпителиального слоев, обусловлено 
дегидратацией цитоплазмы при заполнении филамен-
тов, погружающихся в связывающий матрикс.

С помощью методов статистического анализа было 
установлено, что спектральные различия между кера-
тинизированным (ороговевающим) и эпителиальным 
слоями незначительны (p=0,192), а между эпителиаль-
ным слоем и слоем соединительной ткани есть заметные 
отличия (p=0,023).

Показано, что с  помощью СКР можно прово-
дить экспресс-оценку регенераторного потенциала 

аутобиоптата при восстановлении дефектов слизистой 
оболочки полости рта.

Таким образом, СКР представляет собой перспек-
тивный инструмент для диагностики и оценки состоя-
ния тканей в стоматологии. Результаты статистического 
анализа, указанные в статье, подтверждают его значи-
мость. Он позволяет быстро и точно оценивать состоя-
ние тканей, что может способствовать более эффектив-
ному планированию лечения и мониторингу процессов 
заживления.

В заключение можно отметить, что применение СКР 
имеет потенциал для внедрения в клиническую практи-
ку стоматологии, способствуя улучшению результатов 
лечения и повышению качества жизни пациентов.
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