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effects of hydroxyl-apatite particle on human fibroblasts in vitro.
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publication will do this at their own risk. Because of rapid advances 
in the medical sience, IF recommends that independent verification of 
diagnosis, therapies, drugs, dosages and operation methods should be 
made before any action is taken. 
Although all advertising material which may be inserted into the work 
is expected to conform to ethical (medical) standards, inclusion in this 
publication does not constitute a guarantee or endorsement by the 
publisher regarding quality or value of such product or of the claims 
made of it by its manufacturer.

Legal restrictions
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and trademarks or by other intellectual property protection laws« (eg. 
«IF«, «IIF« and the IF-Logo) are registered trademarks even though spe-
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gnation as proprietary is not to be construed as a representation by 
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mission of the publisher is required to store or use electronically any 
material contained in this journal, including any article or part of an 
article. For inquiries contact the publisher at the adress indicated. 
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Typical contents in ID 

• Evidence Reports summarize the latest «Hot Topics» from relevant journals putting similar 
studies «side-by-side». This unique presentation of studies allows you to compare and contrast the  
patient populations, the treatment interventions, and the quality of the scientific methods. The  
«evidence-based bottom line» is presented with an overall summary statement at the beginning. 
Clinical notes by implantologists with special expertise on the topic complete the Evidence Re-
port by providing their expert clinical opinion. ID is an implantology publication that provides atten-
tion to detail in balancing science with clinical opinion in such a clear, concise, and visually-friendly  
presentation.

• Literature Analyses provide you with an in-depth look at the research on a given topic. 
A «Literature Analysis» is a critical review of the literature on the epidemiology, treatment  
methods, and prognosis for implant-related topics or conditions. Literature Analyses are broader 
than «Evidence Reports» and are written to serve as a reference tool for implantologists to help 
them make decisions regarding how to manage patients, to assist them in evaluating needs for 
future research, and to use the material for future presentations.

• Critical Appraisals summarize the findings from important papers used for clinical decision 
making or marketing by implant companies. In addition to the summary, the study‘s methods and 
clinical conclusions are critically reviewed in an effort to challenge the implantology community 
into not accepting everything that is published, while fostering alternative explanations and ideas.

• Case reports give implantologists the opportunity to publish on unique patients using innovative 
or alternative methods for treating challenging patient conditions.

• Research in Context is a helpful «what is» section to consult if you’ve ever read a study and 
asked «what is a p-value» or any other research method question. It assists clinicians with 
the critical evaluation of the literature by briefly describing relevant aspects of research 
methods and statistical analysis that may bias results and lead to erroneous conclusions. 
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Abstract
The aim of this study was to investigate the effects of 

bone substitute materials on fibroblast cell lines in vi-
tro. The materials included hydroxyl-apatite in different 
chemical compositions.

 Cellular responses for particulate hydroxyl-apatite 
(HA) have been determined by MTT-test and by cy-
tometric quantification of fluorescein diacetate/ prop-
idium iodide cell number. Differentiation properties of 
fibroblasts had been studied.

It was found that there is no significant decrease in 
cell population after adding HA nanoparticles to the fi-
broblast cell line.

Ключевые слова: БЕТА-ТРИ КАЛЬЦИЙ 
ФОСФАТ, ГИДРОКСИАПАТИТ, ФИБРОБЛАСТЫ, 
ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ

Для заполнения костных дефектов в челюстно-
лицевой хирургии, дентальной имплантологии 
и периодонтологии широко применяются 
остеотропные материалы [4,6,7,11].

Актуальным способом совершенствования 
современной стоматологической помощи является  
проведение экспериментального исследования 
материалов, применяемых в данной области, на 
клеточных культурах для обоснования использования 
их в клинической практике [10,11,13,19]. Данное 
изучение основано на том, что если то или иное 
вещество оказывает повреждающее действие 
в нескольких линиях культивируемых клеток, то 
следует ожидать неблагоприятного эффекта и при 
введении этого вещества целому организму, хотя 
и результаты, полученные на клеточных культурах, 
нельзя экстраполировать на целый организм[1,2,3].

Целью данной работы явилось клинико-
экспериментальное обоснования выбора 
оптимальных остеозамещающих материалов в 
клинике дентальной имплантологии на основе 
оценки их влияния на пролиферацию фибробластов 
человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
 Изучалась реакция культуры клеток фибробластов 

человека на различные виды синтетического 
гидроксиапатита, при этом исследовалось время 
удвоения культуры клеток, использовался МТТ 
метод и проточная цитофлуориметрия.
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1. Культура эмбриональных фибробластов человека
Для приготовления культур клеток использовали кожно-мышечную ткань 8 – 12-недельных эмбрионов 

человека. Измельченную ножницами ткань дезагрегировали 0,25%-ным раствором трипсина при 37°С в 
течение 30 мин. После удаления трипсина с помощью шприца осадок суспендировали в ростовой среде, 
включающей  90% среды ДМЕМ и 10 % эмбриональной сыворотки телят (ЭТС) с добавлением антибиотиков. 
Суспензию пропускали через капроновый фильтр (ячейка 0,3 х 0,3 мм). Концентрацию единичных 
фибробластов подсчитывали в камере Горяева. Агрегаты клеток и клетки, отличающиеся от фибробластов, 
при подсчете не учитывали. После подсчета в камере Горяева клетки высевали в пластиковые культуральные 
флаконы при посевной плотности 300 тысяч на 1 см2 ростовой поверхности и культивировали в ростовой 
среде 5 – 7 дней при температуре 37 0С в условиях насыщающей влажности в атмосфере с 5% СО2. После 
образования монослоя  клетки снимали смесью растворов 0,25% трипсина и 0,02% ЭДТА в отношении 1:1, 
суспендировали в ростовой среде ДМЕМ с добавлением 10 % ЭТС. Подсчитывали количество клеток и 
проводили тестирование влияния материалов на основе гидроксиапатита на состояние культивируемых in 
vitro фибробластов человека.

2. Материалы на основе гидроксиапатита
 В эксперименте были использованы синтетические резорбируемые материалы для заполнения и 

реконструкции костных дефектов на основе фосфотов кальция:  Nanos (Dr.Ihde Dental AG (Шейцария)), Nano-
Bone (Artoss GmbH (Германия)), BoneMedik-DM (Meta Biomed Co., Ltd (Kорея)). В состав этих материалов 
входит нано-кристаллический гидроксиапатит находящийся в матрице из силикагеля (Таблица 1).

Название Производитель Распространитель Примечания Состав Размеры гранул

NanoBone Bego Implant 
Systems

76% 
гидроксиапатит(основа 
фосфата кальция),24% 
силикагеля(SiO2)

0.6*2, 1*2мм

Nanos Dr.Ihde Dental AG Dr.Ihde Dental AG 87% - 
нанокристаллическ 
фосфат кальция 
(60%ГА; 40% β-TКФ),

силикагель(SiO2)

NanoRG-0.6*4мм, 
Nanos FG-0.6*0.3мм

BoneMedik-
DM

Meta Biomed 
Co.,Ltd

META BIOMED 
CO.LTD

из экзоскелета 
морских кораллов

60%- содержащий 
силикон 
гидроксиапатит и 40 
% бета трикальций 
фосфат

1 мм - 4,0 мм

 Таблица 1 – Материалы на основе синтетического гидроксиапатита
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3. Оценка влияния гранул гидроксиапатита 
на состояние культуры фибробластов человека 
при визуальном наблюдении и подсчете  
пролиферативной активности фибробластов 
человека

Тестирование проводили в пластиковых 
культуральных чашках Sarsted (Германия). 
Опыты осуществляли методом прямого контакта, 
в стерильных условиях. В культуральные чашки 
высевали фибробласты и одновременно помещали 
исследуемый материал (45 мг на чашку), обильно 
смоченный средой ДМЕМ + 10 % ЭТС. Контролем 
служили чашки Петри с культурой фибробластов 
в полной ростовой среде, но без тестируемого 
материала. Клетки в присутствии исследуемого 
материала культивировали в течение 3-х суток. 
С помощью инвертированного микроскопа 
ежедневно проводили визуальные наблюдения, 
фотографирование и оценивали морфологию 
исследуемых образцов: целостность монослоя, 
форму и размеры клеток.

Пролиферативную активность фибробластов 
человека оценивали по времени удвоения 
популяции – TD, которое рассчитывалось с 
использованием следующего уравнения:

TD = tp. log2 / (logNt – logN0), 
где  N0 – количество клеток в инокуляте 

(посеянных)во флакон, Nt – количество клеток, 
которое собрано и tp – время, в течение которого 
фибробласты культивировались [10].

4. Определение активности дегидрогеназ в 
фибробластах человека(МТТ-тест)

Для выявления цитотоксичности исследуемых 
материалов  применялся МТТ-тест. Этот метод 

позволяет с большой точностью и в короткие 
сроки определять количество жизнеспособных 
клеток. МТТ (3—(4,5—диметилтиазолил-2)—2,5—
дифенилтетразолий бромид) восстанавливается 
в митохондриях живых клеток под действием 
сукценатдегидрогеназы до водонерастворимого 
темноокрашенного формазана. Формазан может 
быть элюирован из клеток с помощью органических 
растворителей (изопропанол, ДМСО, ДМФА и т. 
д.). Показано, что оптическая плотность элюатов 
при длине волны 570нм (максимум поглощения 
формазана) пропорциональна количеству 
жизнеспособных клеток в образце. Таким образом, 
этот метод позволяет по оптической плотности 
солюбилизированного красителя оценивать 
количество жизнеспособных клеток в исследуемом 
образце [5,14,16].

Активность дегидрогеназ определяли по 
модифицированному методу Хольст-Хансена 
[14,16]. К 0,5 мл клеточной суспензии в ростовой 
среде ДМЕМ вносили 0,1 мл раствора 3-(4,5-di-
methyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bro-
mide) в концентрации 10 мг/мл и инкубировали 
при 37оС в условиях насыщающей влажности в 
атмосфере с 5% СО2 в течение 4-х часов, После 
инкубации суспензию центрифугировали 10 
мин при 3000 об/мин, после чего культуральную 
среду удаляли и клетки однократно промывали 
раствором PBS, осадок ресуспендировали в 1,2 мл 
диметилсульфоксида и измеряли через 30-60 мин 
оптическую плотность D при длинах волн 570 и 630 
нм на спектрофотометре SOLAR (РБ). 

5. Прижизненное окрашивание клеток 
флуоресцеиндиацетатом и бромистым этидием 

Влияние различных гидроксиапатитов 
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на жизнеспособность фибробластов 
человека анализировали методом 
проточной цитофлуориметрии на проточном 
цитофлуориметре “FACSCanto II” (Becton Dickson, 
США) с использованием флуоресцеин диацетата 
(FDA) и пропидиум иодида (PI). Использование 
FDA и PI позволило охарактеризовать популяцию 
клеток по количеству жизнеспособных клеток, 
претерпевающих апоптоз и находящихся в 
состоянии некротической гибели [12,17]. 

Данный метод основан на том, что гидрофобный 
и нефлуоресцирующий FDA проникает в 
жизнеспособные клетки, где подвергается гидролизу 
с образованием обладающего интенсивной 
флуоресценцией флуоресцеина (клетки с высокой 
интенсивностью флуоресценции FDA относят 
к жизнеспособным), PI флуорохромирует ДНК 
клеток с нарушенной проницаемостью клеточных 
мембран и не проникает внутрь жизнеспособных 
клеток (клетки с высокой интенсивностью 
флуоресценции PI относят к некротическим). 
Клетки, демонстрирующие низкую интенсивность 
флуоресценции как FDA, так и PI, находятся в 
состоянии апоптоза. 

Перед измерением клетки переводили в 
суспензию, отфильтровывали от гранул через 
капроновый фильтр с ячейкой 0,3 х 0,3 мм и 
инкубировали в течение 15 мин в присутствии 1 
мкг/мл, флуоресцеин диацетата в темноте при 37 
0С. Флуоресценцию регистрировали в канале FITC 
(530/30 нм,  возбуждение 488 нм).

Пропидиум иодид (10 мкг/мл) добавляли в 
суспензии клеток за 3 минуты до измерения, 
флуоресценцию клеток регистрировали в канале 
РerCP-Cy5-5-A (675/30 нм,  возбуждение 488 нм). 
Для определения негативного контроля вначале 
измеряли интенсивность флуоресценции в каналах 

FITC и РerCP-Cy5-5-A клеток без красителей. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 
1. Определение пролиферативной активности фибробластов человека
Опыты осуществляли методом прямого контакта: в стерильных условиях. В культуральные чашки 

высевали фибробласты и одновременно помещали исследуемый материал (45 мг на чашку), обильно 
смоченный средой ДМЕМ + 10 % ЭТС. Через сутки монослой как в контроле, так и в опыте был целостным 
и равномерным, фибробласты сохраняли обычную форму и размеры (рисунок 1,2,3,4,5). Наблюдение 
показало, что клетки обладали хорошей адгезией ко дну культуральной чашки. Вблизи глыбок исследуемого 
вещества направление роста и плотности монослоя клеток визуально не изменялось (Таблица 2).

6. Таблица 2- определение пролиферативной активности фибробластов человека

Название материала 3-й день, кл/мл Время удвоения,ч
Контроль 5.4*105 52.8
Nanos 5.2*105 55.5
NanoBone 5.2*105 55.5
BoneMedik-DM 5.7*105 57

Рисунок 1 – Фибробласты контрольной группы, 1 
день после посева

Рисунок 2 – Фибробласты контрольной группы, 3 
день после посева
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Рисунок 3 – Пролиферация фибробластов в 
присутствии остеотропного материала Nanos, 3 
день после посева

Рисунок 4 – Восстановление плотности монослоя в 
присутствии остеотропного материала NanoBone, 
3 день после посева

Рисунок 5 – Восстановление плотности монослоя в 
присутствии остеотропного материала BoneMedik-
DM, 3 день после посева
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При анализе визуальных и количественных характеристик, подсчете времени удвоения культуры 
фибробластов при исследовании остеопластических материалов на основе синтетического 
гидроксиапатита не регистрировалось повреждающего действия на клетки, не было стимуляции 
пролиферации (рисунок 2,3,4,5,6).

Рисунок 6 – Время удвоения популяции фибробластов
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2. Оценка цитотоксичности образцов с помощью МТТ-теста 

На основании калориметрического определения активности в клетках митохондриальной сукцинат 
дегидрогеназы (которая расщепляеют желтую соль тетразолия с образованием пурпурных кристаллов 
формазана) были получены количественных данные о их жизнеспособности и пролиферации.

Для сопоставления экспериментальных значений оптической плотности с количеством клеток на образцах 
была построена калибровочная кривая. На основании проведения результатов МТТ-теста был построен 
график зависимости количества клеток от оптической плотности элюата(рисунок 7,8).

Из рисунка 7 видно, что данные о жизнеспособности и пролиферации образцов 1,2 (Nanos, NanoBone) 
максимально приближены к данным, полученным в контроле. Изучаемые материалы не обладают острой 
цитотоксичностью, не препятствуют пролиферации фибробластов. 

 

 

Рисунок 7 – Определение активности дегидрогеназ (МТТ-тест) в фибробластах человека
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Рисунок 8 – Относительная оптическая плотностей элюата для каждого образца



CMF.Impl.Dir. Vol. 5 2009      91

1. Проточная цитофлуориметрия

Для характеристики жизнеспособности клеток определяли процент клеток, находящихся в  квадрант Q4 
(положительные по FDA и отрицательные по PI),  квадранте  Q1 (отрицательные по FDA и положительные 
по PI), квадранте Q3 (отрицательные по FDA и PI), на двойной диаграмме интенсивности флуоресценции в 
канале FITC и РerCP-Cy5-5-A [12,17].

Анализ диаграммы прямого-бокового рассеивания фибробластов показал, что в данной суспензии клеток 
имеется одна основная популяция и несмотря на некоторую гетерогенность  в суспензии нельзя выделить 
другие субпопуляции, четко различающиеся по данным параметрам. Гейтирование основной популяции 
фибробластов, показывает, что она включает более 90% от общего количества клеток (рисунок.9). 

На двумерной диаграмме интенсивности флуоресценции FITC/РerCP-Cy5-5-A контрольные клетки, 
инкубированные с  FDA и PI, располагаются преимущественно в  квадранте Q4, т.е. характеризуются 
высокой интенсивностью флуоресценции FDA (рисунок 10). Некоторое количество клеток регистрируется 
в квадрантах Q1 и  Q3. Статистический анализ показывает что FDA+/PI- клетки составляют около 
97,5%, тогда как количество клеток  FDA-/PI+ и  FDA-/PI- - 2,0 и 0,5% соответственно. Следовательно 
исходная популяция фибробластов характеризуется высокой жизнеспособностью с низким содержанием 
некротических и апоптотических клеток (Таблица 3). 

Таблица 3   Статистические данные по количеству жизнеспособных, апоптотических и 
некротических  клеток в суспензиях

Фибробласты Живые, % апоптотические некротические
Фибробласты (контроль) 97,0 0,7 2,3
Фибробласты+Nanos 97,1 0,7 2,1
Фибробласты+NanoBone 97,0 0,7 2,2
Фибробласты+DMBone 96,6 1,1 2,3
Контроль+Н2О2 0 88,3 11,7
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Двумерные диаграммы прямого-бокового рассеивания и интенсивности флуоресценции FITC/РerCP-
Cy5-5-A фибробластов, культивированных в среде с остеотропными материалами BoneMedik-DM, Na-
nos и NanoBone, практически идентичны с контрольными. Это позволяет предполагать, что присутствие 
в среде культивирования остеотропных материалов на основе гидроксиапатита (BoneMedik-DM, Nanos и 
NanoBone) не оказывают достоверного влияния на жизнеспособность фибробластов. Это предположение 
подтверждается представленными в таблице данными статистического анализа по количеству 
жизнеспособных, апоптотических и некротических  клеток в суспензиях.

Рисунок 9 Диаграмма прямого-бокового рассеивания фибробластов



CMF.Impl.Dir. Vol. 5 2009      93

Рисунок 10 Диаграммы интенсивности флуоресценции фибробластов в каналах FITC и РerCP-Cy5-5-A после 
инкубации с FDA и PI

Фибробласты, подвергнутые окислительному воздействию перекиси (1 мл 30 мин) имеют существенно 
отличающиеся от контрольных клеток двумерные диаграммы прямого-бокового рассеивания и интенсивности 
флуоресценции FITC/РerCP-Cy5-5-A.

Одновременно на диаграмме интенсивности флуоресценции FITC/РerCP-Cy5-5-A, фибробластов, 
подвергнутых воздействию перекиси, регистрируется полное отсутствие клеток в квадранте Q4, тогда как в 
квадрантах Q1 и Q3 количество клеток резко увеличивается (рисунок.11). После инкубации фибробластов с 
перекисью в течение 30 мин количество апоптотических клеток составляет около 92%, некротических – 8%.

Потеря жизнеспособности фибробластов при действии перекиси вначале реализуется посредством развития 
апоптоза, в дальнейшем часть апоптотических клеток претерпевают некротическую гибель, вероятно, 
вследствие чрезмерной окислительной нагрузки. Эти данные указывают также на высокую чувствительность 
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метода проточной цитофлуориметрии с использованием FDA и PI при оценке жизнеспособности 
фибробластов. 

Рисунок 11 Диаграммы интенсивности флуоресценции подвергнутых воздействию перекиси фибробластов,  
в каналах FITC и РerCP-Cy5-5-A после инкубации с FDA и PI
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В эксперименте была изучена реакция 
клеточной культуры фибробластов на различные 
остеотропные материалы на основе синтетического 
гидроксиапатита.

Примененная методология исследования на 
культурах клеток – ее принципы, методы и модели, 
позволили in vitro проводить комплексную оценку 
материалов на цитотоксичность, биосовместимость 
и их влияние на пролиферативную активность и 
основную синтезирующую функцию клеток.

По результатам изучения динамики роста 
культуры фибробластов, оценки активности их 
внутриклеточных дегидрогеназ, прижизненного 
флуорохромирования клеток флуоресцеин 
диацетатом и пропидиум иодидом установлено, что 
присутствие в среде культивирования остеотропных 
материалов на основе гидроксиапатита (BoneMedik-
DM, Nanos и NanoBone) не оказывает достоверного 
влияния на жизнеспособность фибробластов. 

Использование принципа параллельного 
исследования клеточных культур с помощью 
морфологических, биохимических методов 
позволило установить инертный характер 
биологического эффекта синтетического 
гидроксиапатита. Под влиянием изучаемых 
материалов на основе ГА не регистрировалось 
значимое повреждающее действие на клетки, не 
было стимуляции пролиферации. 

Таким образом, проведенное исследование, 
в рамках которого изучена пролиферация 
фибробластов человека на образцах современных 

остеотропных материалов, позволяет сделать 
вывод об отсутствии у них цитотоксических свойств.
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