
22

22
[Номер 2’2010]Оригинальное исследование

Исследование влияния стоматологических 
материалов на гистаминолиберацию базофилов 
крови in vitro

Л.В. ДУБОВА*, к.м.н., доц.
И.Ю. ЛЕБЕДЕНКО*, з.д.н. РФ, д.м.н., зав. кафедрой

М.В. БЫКОВА*, к.м.н., доц.
А.А. БАБАХИН, д.б.н., зав. лаборатории ГБУ ГНЦ «Институт иммунологии ФМБА России»

*Кафедра госпитальной ортопедической стоматологии МГМСУ

Research of influence of stomatologic materials
on liberation histamine basofile cells blood in vitro
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резюме
в статье показано, что применение метода гистаминолиберации базофилов крови к образцам материалов, 

используемых в стоматологии, выявило наиболее высокий уровень высвобождения гистамина на образцы корневой 
пасты «Форедент». образцы «сеалит регуляр», «цинкоксидэвгенол», сплавов металлов «суперпал» и «супер кМ» не 
оказывают повреждающего действия на эти клетки крови.
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Abstract
In given clause application of a method of liberation histamin basofile cells has been shown, that to blood to samples of 

the materials used in stomatology, has revealed the highest level of liberation histamin on samples of root paste Foredent. 
Samples Sealite Regular, Zinc oxide eugenole, alloys of metals Superpal and Super KM do not render damaging action on 
these blood cells.
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Число аллергических за-
болеваний и осложнений 
во всем мире постоянно 

растет, занимая важное место в 
структуре инфекционной и не-
инфекционной патологии (De 
Weck A. L., 2000). Источником 
сенсибилизации чаще всего бы-
вают пыльцевые, бытовые, эпи-
дермальные, пищевые аллерге-
ны, а также гаптены. В качестве 
гаптенов могут выступать различ-
ные химические вещества, вклю-
чая содержащиеся в применяе-
мых в стоматологии материалах, 
которые, соединяясь с белковым 
носителем, выступающим в роли 
адьюванта, становятся иммуно-
генными (Cox J. C., Coulter A. R., 
1997; Зайченко О. В., 2003). Да-
лее происходит интернализация, 
процессинг и презентация (ассо-
циированных с молекулами MHC 

II класса) соединившихся с рас-
творимыми белками гаптенов. 

Показано, что стоматологиче-
ские материалы (СМ), находя-
щиеся в полости рта длитель-
ное время, могут модулировать 
существующий иммунный ответ 
организма к различным аллер-
генам у больных с атопическими 
аллергическими заболеваниями. 
С другой стороны, СМ могут воз-
действовать на клетки слизистой 
оболочки полости рта, в частно-
сти на тучные клетки, что может 
вести к неспецифическому вы-
свобождению гистамина – одного 
из основных медиаторов аллер-
гического воспаления. Соглас-
но последним данным, гистамин 
обладает модулирующими свой-
ствами в отношении Th2-профиля 
лимфокинов, что приводит к фор-
мированию аллергического Th2-

фенотипа. Поэтому представ-
ляется исключительно важным 
предварительное скринирование 
материалов, предназначенных 
для стоматологических манипу-
ляций, на безопасность и в, част-
ности, на гистаминовысвобожда-
ющую активность по отношению к 
базофилам крови (Babakhin A. A. 
et al., 2000). 

В связи с вышеизложенным, в 
настоящей работе проводилось 
изучение in vitro действия раз-
личных сплавов металлов и акри-
ловых пластмасс, используемых 
в ортопедической стоматологии, 
а также реставрационных ком-
позитных материалов и паст для 
пломбирования корневых каналов 
зубов на высвобождение гиста-
мина из базофилов цельной кро-
ви здоровых доноров и больных 
атопической аллергией. 
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материалы и методы
иССледования
Были исследованы образцы ка-

пиллярной крови у 125 пациентов 
с атопической аллергией (АА), 
из которых 44 человека имели в 
анамнезе заболевание бронхи-
альная астма и 81 человек – ал-
лергический ринит. Контрольную 
группу (n = 30) составили пациен-
ты без АА. 

Изучение гистаминвысвобожда-
ющей активности СМ проводили 
в двух вариантах. Первый преду-
сматривал предварительную ин-
кубацию 30 мг мелкой стружки, 
полученной из сплавов метал-
лов, предварительно обработан-
ных твердосплавной фрезой, с 
300 мл крови в течение часа при 
температуре 37°С. Согласно вто-
рому варианту «супернатанты» 
материалов готовили по мето-
дике Pelka M. с соавт. (2000) в 
нашей модификации. Все дру-
гие СМ (готовые образцы акри-
ловых пластмасс, корневых паст 
и композитных материалов све-
тового отверждения) были из-
мельчены до порошкообразного 
состояния. Порошкообразный 
образец каждого СМ весом 125 
мг помещали в стерильные по-
липропиленовые пробирки и за-
ливали 1 мл стерильного PIPES 
буфера (С2Н2O2Nа•ЗН20; К2СОз; 
Piperazine-N,N’-bis[2-ethanesul-
fonic acid]; Tris[hydroxymethyl]
aminomethane; CaCl2I•H2O; KCl) 
(Sigms). Взвесь периодически 
перемешивали на магнитной ме-
шалке в течение 48 ч. при 37°С и 
центрифугировали при 1250 об/
мин в течение 15 мин. Получен-
ные «супернатанты» до начала 
исследования хранили при тем-
пературе +4°С не более 2-3 дней.

Определение высвободивше-
гося гистамина после инкубации 
цельной крови с полученными 
«супернатантами» проводили по 
нашей методике (Бабахин A. A. 
с соавт., 2000), которая заклю-
чалась в следующем: капилляр-
ную гепаринизированную кровь 
в объеме 25 мкл помещали в 
ячейки 96-луночных планшет, 
куда предварительно добавляли 
согласно стандартной конфигу-
рации по 25 мкл «супернатантов» 
СМ, положительного и отрица-
тельного контролей или только 
PIPES-буфера. В качестве поло-

жительного контроля использо-
вали: 1) анти-IgE (Dako) в трех 
стандартных разведениях (1:80; 
1:280; 1:400); 2) кальциевый ио-
нофор А23187 (Sigma) в трех кон-
центрациях (62,5 мкг/мл, 31,25 
мк/мл и 15,67 мкг/мл). В качестве 
отрицательного контроля кровь 
инкубировали только с PIPES-
буфером. Далее образцы инку-
бировали в течение 1 ч. при 37°С, 
промывали ячейки дистиллиро-
ванной водой, добавляли 0,04% 
раствор SDS (Sodium dodecyl 
sulfate) и снова инкубировали в 
течение 30 мин. при 37°С. После 
инкубации ячейки вновь промы-
вали дистиллированной водой и 
в каждую ячейку добавляли рас-
твор ортофталиевого диальде-
гида (Sigma) для конденсации 
гистамина, сорбированного на 
стекловолоконном матриксе. 
Реакцию останавливали через 
10 мин. путем добавления стоп-
раствора (0,59% НСlO4). Полу-
ченные результаты выражали в 
нг/мл. Чувствительность метода 
составляла 5 нг/мл. 

На основании данных анализа 
содержания гистамина в каждой 
из шести ячеек, куда был поме-
щен один и тот же «супернатант», 
рассчитывали среднее значение 
гистаминолиберации по каждо-
му «супернатанту» для каждого 
пациента. Затем высчитывали 
среднее значение высвобожде-
ния гистамина в группах здоро-
вых доноров и больных аллер-
гией, то есть сколько гистамина 
выделяется базофилами, содер-
жащимися в 1 мл крови, под вли-
янием СМ.

Полученные данные представ-
лены как среднее и стандартное 
отклонение для нормального 
распределения и как медиана и 
интерквартильный размах для 
распределения, отличного от 
нормального. Значимость разли-
чий для количественных перемен-
ных между группами оценивалась 
по критерию Манна-Уитни. Ста-
тистически значимыми считались 
различия при p < 0,05. 

результаты иССледования
и их обСуждение
Изучение гистаминолиберации 

из базофилов крови больных АА 
под воздействием реставраци-
онных стоматологических мате-

риалов показало значительное 
высвобождение гистамина толь-
ко в случае инкубации «суперна-
тантов», полученных из образца 
«Филтек». Во всех остальных слу-
чаях высвобождение гистами-
на из базофилов крови было на 
уровне значений контроля (ин-
кубация с PIPES-буфером). Так, 
при инкубации с образцами «При-
змафил» хотя и определялось не-
большое количество гистамина, 
но это увеличение было недосто-
верным (р > 0,1). Сходные вели-
чины гистаминолиберации были 
получены при инкубации тех же 
«супернатантов» с кровью здоро-
вых доноров.

При анализе полученных ре-
зультатов по высвобождению ги-
стамина из базофилов цельной 
крови под воздействием «супер-
натантов» паст для пломбировки 
каналов выявлено, что высокий 
уровень высвобождения гиста-
мина, как у больных с АА, так и у 
здоровых доноров, показал об-
разец «супернатанта» пасты 
«Форедент». Меньший уровень 
высвобождения гистамина из 
базофилов крови отмечался при 
инкубации крови больных АА и 
здоровых доноров с образцами 
корневой пасты «Эндометазон». 
Образцы паст «Цинкоксидэвге-
нол» и «Сеалит Регуляр» при ин-
кубации как с кровью больных АА, 
так и здоровых людей практиче-
ски не вызывали высвобождение 
гистамина, и цифры были сопо-
ставимы с уровнем отрицатель-
ного контроля (PIPES-буфера).

Инкубация «супернатантов» 
пластмасс с базофилами здо-
ровых пациентов (не сенсиби-
лизированных к атопическим 
аллергенам) вызывала гистами-
нолиберацию. Так, «Этакрил», 
полученный термополимериза-
цией, давал более высокий уро-
вень высвобождения гистамина 
по сравнению с «Стомакрилом» 
и «Фтораксом», полученными 
тем же способом. В то же время 
инкубация образцов «Фторакс»-
СВЧ с базофилами сопрово-
ждалась незначительной гиста-
минолиберацией, а образцы 
«Стомакрил»-СВЧ и «Этакрил»-
СВЧ практически не вызыва-
ли высвобождение гистамина 
(табл. 1). Инкубация «суперна-
тантов» пластмасс с базофила-
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ми у пациентов с атопической 
аллергией также давала высокий 
уровень гистаминолиберации на 
«Этакрил»-ВБ. При этом количе-
ство высвобождаемого гистами-
на хотя и было несколько выше 
по сравнению с пациентами без 
аллергии, но эти отличия были 
недостоверны. Подобная тен-
денция наблюдалась при иссле-
довании образцов, содержащих 
«Стомакрил»-ВБ. В случае же 
инкубации крови с супернатан-
тами «Фторакс»-СВЧ имелось 
достоверное увеличение осво-

бождения гистамина из базофи-
лов крови, р < 0,05 по сравнению 
со здоровыми пациентами. 

Инкубация образцов «НС» и 
сплавов металлов «Бюгодент», 
«Суперпал», «Супер КМ» с кро-
вью пациентов без аллергии и 
страдающих АА не приводила 
к достоверным изменениям в 
освобождении гистамина в обеих 
группах. Количество высвобож-
даемого гистамина из базофилов 
крови под влиянием сплавов ме-
таллов было сопоставимо между 
группами. 

Таким образом, наши иссле-
дования гистаминолиберации из 
базофилов крови как пациентов 
с АА, так и здоровых доноров, 
показали, что в процессе инку-
бации наибольшее воздействие 
на базофилы крови оказывают 
образцы «Этакрил»-ВБ, а наи-
менее выраженное действие 
оказывают образцы «Фторакс»-
СВЧ. Однако у пациентов с ато-
пической аллергией уровень 
высвобождения гистамина на 
образцы «Фторакс»-СВЧ более 
выражен по сравнению со здо-

Таблица 1. высвобождение гистамина (нг/мл) из базофилов крови
пациентов с атопической аллергией после ее инкубации с супернатантами различных См,

применяемых в стоматологии (м ± m)

Супернатанты 
См

Группы пациентов

пациенты с аа пациенты без аа

n = 125 р n = 30 р

«Филтек» 16,5 ± 1,30 < 0,001; р1 > 0,1 17,1 ± 1,25 < 0,001

«Призмафил» 6,10 ± 1,33 > 0,1; р1 > 0,1 5,50 ± 0,95 > 0,1

«Геркулайт» 4,30 ± 1,20 > 0,5; р1 > 0,1 4,10 ± 0,55 > 0,1

PIPES 3,70 ± 0,50 3,75 ± 0,45

«Эндометазон» 12,9 ± 1,88 < 0,001; р1 > 0,1 11,9 ± 1,99 < 0,001

«Цинкоксидэвге-
нол»

2,84 ± 0,38 > 0,1; р1 > 0,5 2,55 ± 0,49 > 0,1

«Форедент» 39,5 ± 6,27 < 0,001; р1 > 0,05 35,9 ± 7,15 < 0,001

«Сеалит регуляр» 4,02 ± 1,28 > 0,1; р1 > 0,5 4,60 ± 0,91 > 0,1

PIPES 3,44 ± 0,42 3,06 ± 0,40

«НС» 1,62 ± 0,39 > 0,1; р1 > 0,5 1,92 ± 0,25 > 0,1

«Бюгодент» 1,97 ± 0,32 > 0,1; р1 > 0,1 2,06 ± 0,15 > 0,1

«Супер КМ» 2,42 ± 0,23 > 0,05; р1 > 0,05 3,12 ± 0,40 > 0,05

«Суперпал» 2,60 ± 0,50 > 0,05; р1 > 0,1 2,48 ± 0,77 > 0,1

PIPES 1,60 ± 0,41 1,92 ± 0,47

«Этакрил»-ВБ 52,0 ± 0,81 < 0,001; р1 > 0,5 49,8 ± 0,66 < 0,001

«Этакрил»-СВЧ 3,22 ± 1,51 > 0,1; р1 > 0,1 2,90 ± 0,81 > 0,1

«Фторакс»-ВБ 2,22 ± 1,04 > 0,1; р1 > 0,1 2,22 ± 0,47 > 0,1

«Фторакс»-СВЧ 11,2 ± 0,43 < 0,001; р1 < 0,05 9,20 ± 0,58 < 0,001

«Стомакрил»-ВБ 1,70 ± 0,91 > 0,1; р1 > 0,1 1,50 ± 0,57 > 0,1

«Стомакрил»-СВЧ 2,65 ± 1,13 > 0,1; р1 > 0,1 2,38 ± 0,73 > 0,1

PIPES 2,32 ± 0,45 1,98 ± 0,22

р – по сравнению с контролем (инкубация только с PIPES-буфером); 

р1 – между пациентами здоровыми и с атопической аллергией
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ровыми лицами. Все исследо-
ванные образцы сплавов метал-
лов не приводят к заметному 
высвобождению гистамина из 
базофилов крови, и это дей-
ствие проявляется вне зависи-
мости от тяжести заболевания 
АА. Из всех исследованных ре-
ставрационных стоматологиче-
ских материалов наибольшее 
действие на гистаминолибера-
цию из базофилов крови оказы-
вают образцы реставрационного 
материала светового отвержде-
ния «Филтек». В то же время об-
разцы паст «Цинкоксидэвгенол» 
и «Сеалит регуляр» не оказыва-
ют специфического действия на 
базофилы крови. Образцы пасты 
«Форедент» оказывают токсиче-
ское действие в отличие от об-
разцов пасты «Эндометазон».

Таким образом, метод опреде-
ления гистаминовысвобождающей 
активности базофилов крови паци-
ентов может быть использован для 
индивидуального подбора стома-
тологических материалов, что по-
зволит избежать развития нежела-
тельных побочных эффектов от их 
применения у пациентов с АА. 
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