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Единовременный анализ микрообластей кариозного дентина

методами лазерно-индуцированной флуоресценции
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Методами лазерно-индуцированной флуоресценции и рамановской спектромикроскопии в рамках единой

методики исследования (λ = 514.5 nm) проведен анализ микрообластей пораженной кариесом ткани дентина

зуба человека. Одновременный скрининг двумя методами микрообластей вблизи границы раздела между

интактным и инфицированным дентином позволил наблюдать интенсивный отклик как в рамановском

спектре, так и в области индуцированной флуоресценции. Анализ данных показал, что зарегистрированные

методом рамановской спектромикроскопии колебательные моды относятся к аминокислотам ДНК/РНК

кариесогенных бактерий и порфиринов, которые являются следствием их жизнедеятельности. Этот факт

подтверждается данными лазерно-индуцированной флуоресценции. Обнаруженные спектральные особенно-

сти могут быть успешно использованы в стоматологии при диагностировании кариозных поражений разного

уровня формирования.
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Введение

Прецизионная диагностика патологий органов ро-

товой полости неинвазивными оптическими методами

является одной из актуальнейших задач современной

терапевтической стоматологии [1]. Особенное значе-

ние на практике имеют методики диагностирования

кариозных поражений разного уровня формирования

как одной из самых распространенных форм патоло-

гий ротовой полости [1,2]. В литературе неоднократ-

но была показана возможность использования лазерно-

индуцированной флуоресценции (ЛИФ), рамановской

и ИК спектроскопии, а также оптической томогра-

фии для анализа данного социально значимого забо-

левания [2–6]. Развитие спектроскопических методов

в качестве инструмента диагностики различных форм

кариеса дает возможность не только обнаружить началь-

ные или остаточные кариесогенные факторы [1,5,7,8],
картировать область поражения [9,10], но и наблюдать

за динамикой кариеса и ходом его терапевтического

лечения [11–13].
Преимущество вышеописанных методик скрининга

кариозного процесса на ранних этапах его разви-

тия [5,8,14], а также контроля состояния эмали зуба и

ротовой жидкости на стадиях, предшествующих карие-

су [15–17], заключается в возможности идентифициро-

вать и визуализировать информацию о характере заболе-

вания [1,10,18]. Однако при глубоких формах кариозных

поражений, затрагивающих дентин зуба, интерпретация

результатов с использованием указанных методов оп-

тической спектроскопии затруднена [4,9.11,19]. Поэтому

получение информации о дезорганизации нативного мат-

рикса дентина вследствие развития кариозного процесса

является предметом современных исследований, ставя-

щих целью улучшение качества скрининга и упреждение

развития вторичного кариеса [1,4,5,20].

Проблема получения информации о развитии кари-

еса в глубоких слоях зуба заключается в сложности

разделения любого сигнала от множества составляю-

щих [10,21,22]. Хорошо известно, что оптические харак-

теристики интактных тканей (эмали, дентино-эмалевой

границы и дентина) имеют разные спектральные особен-

ности [10,18,23]. По сравнению с эмалью зуба в составе

дентина содержится значительно больше органических

веществ и имеется разветвленная сеть канальцев [24–

26]. Поэтому процесс интерпретации полученных спек-

троскопических данных даже в случае здорового дентина

крайне затруднителен. Развитие кариозного процесса и

проникновение в ткани дентина микроорганизмов [27],

как и взаимодействие продуктов их жизнедеятельности

с нативной тканью зуба, еще более усложняют задачу по

расшифровке полученной информации [28–30]. Поэтому

определение степени деминерализации дентина, соста-

ва минеральных фаз в нем, идентификация продуктов

жизнедеятельности патогенных бактерий и определение

агентов естественной реакции дентина на кариозный
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процесс является комплексной междисциплинарной за-

дачей.

Оптимальным путем решения проблемы анализа тка-

ней кариозного дентина с учетом глубины проникнове-

ния кариеса является получение информации из одной и

той же области твердой ткани за счет единовременного

анализа патогенного образования различными спектро-

скопическими методиками, взаимно дополняющими друг

друга.

Одной из наиболее развитых технологий диагностики

и мониторинга кариеса дентина является флуоресцент-

ная спектроскопия [1,3,22,31]. Лазерно-индуцированная
флуоресценция позволяет эффективно выявить области

деминерализации, визуализировать и идентифицировать

продукты бактериального происхождения [3,21,32.34].
В то же время не менее значимой и активно исполь-

зуемой технологией, которая привлекается для анали-

за молекулярного строения, наблюдения химических

процессов и фазовых превращений в тканях зуба при

развитии кариозного процесса, является рамановская

спектроскопия [5,7,10,14,21,35,36].
Усовершенствование этих методов съемки, в частно-

сти применение геометрии микрозондирования, позво-

ляет сфокусироваться на микрообластях естественной

твердой ткани, что имеет большое значение при ана-

лизе микробиологических особенностей строения зубов

человека [9,12,14,21]. Такой подход позволяет увеличить

избирательность и чувствительность системы методов

по отношению к начальным или остаточным патогенным

и инфицированным областям, что значимо для клиниче-

ского применения.

Комбинация метода ЛИФ и рамановской спектроско-

пии в рамках единой исследовательской установки, а

также включение в измерительную схему оптического

микроскопа и дальнейший анализ одновременно полу-

ченных данных позволят не только повысить эффектив-

ность скрининга развития кариеса дентина на микро-

уровне, но и установить возможные причины патогенных

образований [21,37].
Обзор литературы по описанной проблеме показыва-

ет, что существует ограниченное число работ, посвя-

щенных экспериментальным исследованиям процессов

формирования кариеса дентина, основанных на совмест-

ном анализе данных рамановской спектромикроскопии и

ЛИФ [21,22,37,38]. Вероятно, это является следствием

того факта, что реализация такого подхода, а так-

же корректная интерпретация данных являются весьма

сложной задачей. Как показывает обобщенный опыт ряда

исследователей, качество получаемой информации даже

в рамках одного из вышеописанных методов весьма

сильно зависит от выбранных условий возбуждения

флуоресценции/рамановского сигнала, таких как длина

волны лазерного излучения, его мощность, включение в

схему оптического микроскопа, получение спектров от

микроучастков [32,33,39]. Поэтому целью нашей рабо-

ты стало спектроскопическое исследование кариозного

поражения и фазообразования с микроучастков тканей

дентина при единовременной регистрации ЛИФ и рама-

новской спектроскопии.

Материалы и методы исследования

Образцы зубов человека с кариозными поражениями

дентина, удаленные у пациентов по ортодонтическим

показаниям, а также при пародонтитах тяжелой степе-

ни, были подготовлены для исследования следующим

образом. Вначале зубы промывали в проточной воде,

очищали от зубного налета, поверхность высушивали

фильтровальной бумагой. Далее на специализированной

установке с использованием алмазного диска с водя-

ным охлаждением были получены сегменты твердой

ткани зуба с кариозными поражениями (рис. 1, a, b).
Полученные таким образом образцы твердой ткани

фиксировались с помощью акрилатного клея на стеклян-

ную пластину и подвергали бережному шлифованию с

последующей полировкой с использованием алмазного

абразива. На рис. 1, a приведено изображение стан-

дартного анализируемого образца, содержащего область

пораженного кариесом дентина (рис. 1, c). Увеличенное
в 500 раз изображение кариозной области представлено

на рис. 1, d.

Спектры ЛИФ от различных анализируемых участ-

ков зуба, включая области здорового и пораженного

кариесом дентина, были получены при комнатной тем-

пературе с использованием установки на основе моно-

хроматора TRIAX550 и охлаждаемого жидким азотом

CCD-детектора по стандартной методике [40]. Длина

волны возбуждающего лазерного излучения составляла

514.5 nm. Для фокусировки на поверхности использо-

вался 10х-объектив. Локальные изменения интенсивно-

сти флуоресценции поверхности образца были удачно

проанализированы за счет наблюдения возбужденной

флуоресценции через режекторные фильтры, встраива-

емые в экспериментальную установку. Это позволило

нам визуализировать области здоровой и кариозной

эмали и дентина, имеющие различные интенсивности

возбужденной флуоресценции.

Анализ молекулярных превращений в твердых тканях

человеческих зубов при кариесе дентина был выполнен

нами на основе данных рамановской спектромикроско-

пии, что позволило получить уникальную информацию

о молекулярном строении твердой ткани зуба, в том

числе при развитии кариозного процесса в ней. Ра-

мановские спектры в геометрии обратного рассеяния

были зарегистрированы при комнатной температуре

от поверхности образцов по стандартной методике на

той же самой установке, что и спектры ЛИФ [14].
В нашем исследовании измерительная схема раманов-

ского спектрометра была дополнена оптическим мик-

роскопом. Лазерный луч (514.5 nm) был сфокусирован

на образце с использованием 50×кратного объекти-

ва микроскопа, который позволил локализовать пят-

но лазерного излучения на анализируемой области в
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Рис. 1. a — подготовленный шлиф зуба, содержащий зону кариозного дентина, b — схематическое изображение кариозного

дентина, стрелкой указана область скрининга границы между зоной кариозного дентина и зоной инфицированного разделения

зуба на шлифы, c — область дентина с кариозным поражением, d — область дентина.

пределах 4−8 µm2. Рассеянный свет от образца был

собран и направлен на монохроматор, после чего де-

тектировался ПЗС-матрицей (CCD-детектор). Мощность

лазерного излучения составляла ∼ 30mW. Возбуждаю-

щее лазерное излучение не было поляризовано, рас-

сеянный свет также был детектирован без поляри-

зации.

Выбор возбуждающего лазера с длиной волны

514.5 nm обусловлен возможностью единовременного

получения от одной микрообласти как спектров ЛИФ,

так и рамановского сигнала. Отметим, что использо-

вание возбуждающего излучения с иной длиной волны

либо не позволяет наблюдать сигнал рамановского рас-

сеяния вследствие высокоинтенсивного фона флуорес-

ценции у биоапатита, либо сильно влияет на сдвиг полос

флуоресценции органической составляющей, появление

которых в спектре также зависит от длины волны

источника возбуждения [32,33,39,41].
Отметим, что полученные методами ЛИФ и раманов-

ской спектроскопии спектры от идентичных зон всех

исследованных образцов были усреднены. В дальнейшем

на рисунках представлены именно усредненные спек-

тры, полученные из различных точек идентичных зон

всех образцов. Это сделано для того, чтобы исключить

влияние шероховатости поверхности на полученные экс-

периментальные результаты, а также обнаружить лишь

фактические различия в спектрах, обусловленные ха-

рактерными механизмами развития кариозного процесса

для различных людей.

Результаты и обсуждение

При исследовании области кариозного поражения

сканирование лазерном пучком осуществлялось вдоль

направления, указанного стрелкой на рис. 1, d, т. е. вдоль

границы между зонами кариозного и инфицированного

дентина. Из рис. 1, d, полученного с увеличением 500 раз

видно, что пораженная кариесам ткань дентина имеет

неоднородную морфологию. Учитывая этот факт, для по-

иска границы инфицированного дентина мы проводили

сканирование показанной области (рис. 1, d) до момента,

когда в спектрах ЛИФ наблюдались лишь особенности,

присущие здоровому дентину (спектр под номером 1 на

рис. 2, a) и уже описанные в работах [3,22,39,40].

Детальное рассмотрение флуоресценции от различ-

ных областей кариозного дентина (рис. 2, a, спек-

тры 2, 3) обнаруживает, что в спектре кроме основных

максимумов, соотносимых со здоровым (интактным)
дентином (рис. 2, b, спектр 1), присутствует ряд до-

полнительных особенностей в
”
красной области“ спек-

тра, энергетическое положение которых обозначено на

рис. 2, a, b и представлено в табл. 1.

Анализ полученных нами результатов и сравнение

их с уже известными литературными данными пока-

зывает, что появление особенностей в спектре флуо-

ресценции в области 576, 628, 690, 716 nm соотно-

сится с эмиссией от порфиринов — продуктов жиз-

недеятельности микроорганизмов (вызывающих кариес

бактерий) [10,22,32]. Известно, что при возбуждении

флуоресценции лазером с длиной волны, лежащей в

достаточно широком интервале (405, 532, 630, 740 nm),
эмиссионные полосы порфиринов будут наблюдаться в

красной области спектра и отличаться лишь положением

основных максимумов [3,39,42,43]. Использование нами

для возбуждения ЛИФ источника излучения с длиной

волны 514.5 nm также привело к появлению эмисси-

онных полос флуорофоров бактерий и их продуктов

в области от 500−750 nm. В связи с этим становит-

ся понятно, что на форму полосы флуоресценции от

микрообластей дентина будут преимущественно влиять

процессы, связанные с развитием кариеса и уровнем его

формирования в анализируемой области.
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Рис. 2. Спектры ЛИФ, полученные при возбуждении лазером с λ = 514.5 nm: a — сопоставление спектров интактного (1) и

инфицированного дентина (2, 3), b — спектр инфицированного дентина с указанием основных особенностей, c — форма основного

максимума полосы флюоресценции инфицированного дентина.

Таблица 1. Положение максимумов флуоресценции (nm) в спектрах интактного и кариозного дентина при возбуждении

источником с λ = 514.5 nm

Флуорофор

Экспериментальные данные Литературные данные

интактный инфицированный инфицированный дентин, референтное значение источник

дентин область 1 область 2

Коллаген 554 554 554 560 [32,39]

Составляющие

порфиринов − 576 576 − [22,37,42]

Коллаген,

Составляющие

порфиринов,

Гидроксиапатит 615 615 615 618−620 [22,32,40]

Составляющие

порфиринов
− 630−640 630−635

630 [22,32,37,42]

Бактерии и микроорганизмы − 660 660 [22,32,37]

Составляющие

порфиринов − 690 690 690 [22,32,37,42]

Бактерии и составляющие

порфиринов − 710−716 708−716 708−710 [22,32,37]

Перераспределение интенсивности максимумов флу-

оресценции в области 576, 660, 690, 716 nm, а так-

же изменение формы края полосы флуоресценции в

области 520−550 nm (рис. 2, a, b) указывает не только

на возрастание доли микроорганизмов в анализируемой

области, но и на дезорганизацию ткани дентина, т. е.
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Таблица 2. Частоты активных мод (cm−1) в экспериментальных рамановских спектрах интактного и кариозного дентина при

возбуждении источником с λ = 514.5 nm

Принадлежность мод
Экспериментальные данные Литературные данные

в рамановском спектре
интактный инфицированный инфицированный

референтное
источникдентин, дентин,

дентин область 1 область 2
значение

ГАП ν2 PO4 420 − − 430−447 [10,11,14,21,35,36]

ГАП ν22 PO4 582 − − 579−590 [10,11,14,21,35,36]

Микроорганизмы и порфирины, ДНК/РНК − 763 763 760 [47,49,50,52]

Порфирины ДНК/РНК − 783 783 785 [49–52]

ГАП PO4 микроорганизмы 960 959 959 960−965 [10,11,14,21,35,36]

ν3 PO4 1045 − − 1040−1047 [10,11,14,21,35,36]

ν1 СO3 B-type 1078 − − 1070−1072 [10,14,35,36]

Микроорганизмы − 1320 1320 1320 [29,46,47]

Порфирины и микроорганизмы − 1335 1335 1335−1340 [21,47,52,53]

на изменения, происходящие в фазовом составе его

органической и минеральной составляющей (рис. 2, а).
В поддержку последнего утверждения свидетельствуют

данные, полученные в ряде работ по исследованию

как биогенного гидроксиапатита [3,32,40], так и син-

тетических образцов [44,45]. Следует отметить, что на

рис. 2, b и вставке 2, c профиль полосы флуоресцен-

ции порфиринов отличается от того, что был описан

в литературе [10,22,37]. Иное соотношение интенсив-

ности основных максимумов (особенностей) в наших

экспериментальных спектрах, по-видимому, связано со

специфической, присущей данной микрообласти ден-

тина, комбинацией различных порфиринов (рис. 2, а,

спектры 2, 3). При этом также следует отметить, что

спектры 2 и 3 на рис. 2, а, полученные с разных точек

кариозного дентина, также имеют различный профиль

полосы флуоресценции.

Отсутствие полос от флуорофоров бактерий и струк-

тур ДНК/РНК в спектрах ЛИФ кариозного дентина, на

наш взгляд, вызвано выбором длины волны возбужда-

ющего лазера — 514.5 nm. В подтверждение нашего

предположения свидетельствуют данные из работы [32],
в которой было показано, что для эффективного воз-

буждения интенсивных полос флуоресценции такого

рода объектов необходимо использовать источник воз-

буждающего излучения с длиной волны из региона

360−440 nm.

Как уже было отмечено ранее, для анализа обна-

руженных методом ЛИФ изменений в интактном и

кариозном дентине мы также привлекли рамановскую

спектроскопию, включенную в единую схему измерения.

На рис. 3, a, b приведены спектры рамановского рассея-

ния, полученные от тех же самых участков интактного

дентина (рис. 3, a, b, спектр 1) и инфицированного денти-

на (рис. 3, a, b, спектры 2, 3), от которых были получены

спектры ЛИФ. Частоты основных мод в рамановских

спектрах обозначены на рис. 3, b и указаны в табл. 2. От-

метим, что экспериментальный рамановский спектр от

микрообластей интактного дентина (рис. 3, а, кривая 1)
соответствует по своим спектральным особенностям

уже известным литературным данным [10,11,21,23,35].

Отличительной особенностью спектров инфицирован-

ного дентина является появление в них дополнитель-

ных мод с частотами 763, 783, 960, 1320, 1330 cm−1

(рис. 3, a, b, спектры 2, 3). Как уже было показано в

ряде работ, возникновение колебаний в рамановском

спектре в области 730−800, 950−970, 1330−1340 cm−1

скорее всего связано с присутствием в образце кле-

точных структур/микроорганизмов, аминокислот и бел-

ков [21,36,41,47.50] и структур ДНК/РНК [36,49,51].
Высокая интенсивность моды колебаний в области

1330 cm−1 свидетельствует о присутствии в анализи-

руемой области дентина продуктов жизнедеятельно-

сти бактерий — различных порфиринов и пентосиди-

на [22,52,53]. Возможным местоположением микроор-

ганизмов и продуктов их жизнедеятельности в дентине

являются канальцы или области деминерализации, кото-

рые регистрировались методом оптической и растровой

микроскопии [9,24,26].

Следует отметить, что в наших эксперименталь-

ных спектрах от инфицированного дентина высокоин-

тенсивные рамановские моды в областях 750−780 и

1320−1335 cm−1 (рис. 3, a, b, кривые 2, 3) имеют сдвиг

относительно известных литературных данных по пор-

фиринам [10,22,52,53]. Однако в соответствии с ана-

лизом эмиссионных профилей (рис. 2, а, b) этот факт
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Рис. 3. Спектры рамановского рассеяния, полученные при возбуждении лазером с λ = 514.5 nm от интактного (1) и

инфицированного дентина (2, 3): a — обзорные спектры образцов, b — области характеристических мод в рамановском спектре.

можно связать с малым количеством порфириновой

составляющей в анализируемой области, иной компози-

цией набора порфиринов и дезорганизацией структуры

дентина [9]. Кроме того, с учетом глубины проникно-

вения возбуждающего излучения (∼ 300−400 nm) это

сказывается на низкой интенсивности флуоресценции

порфиринов и соответственно рамановского сигнала от

них.

Хотим подчеркнуть, что сравнение полученных нами

результатов с известными работами [21,22,37], посвя-

щенными скринингу начальных стадий развития кариеса

эмали и дентина, в которых метод ЛИФ и рамановской

спектроскопии использовались в единой схеме исследо-

вания, показывает, что лишь в нашей работе впервые

удалось одновременно получить спектры флуоресценции

и высокоинтенсивные спектры рамановского рассеяния с

хорошим разрешением от микрообъема образцов кари-

озного дентина (рис. 3, a, b).

Заключение

Методами ЛИФ и рамановской спектромикроскопии в

рамках единой методики исследования проведен анализ

микрообластей тканей дентина, в том числе с кариозны-

ми поражениями.

Показано, что использование лазерного излучения

с длиной волны 514.5 nm и включение в измеритель-

ную схему режекторного фильтра 515 nm позволяет

наблюдать интенсивный отклик от микрообластей ткани

зуба, пораженной кариесом как в области рамановского

рассеяния, так и в области, возбуждаемой при этом

флуоресценции.

Сопоставление экспериментально полученных в на-

шей работе результатов с литературными данными

показало, что возникающие высокоинтенсивные моды

колебаний в рамановском спектре, а также появление

энергетических особенностей в спектрах ЛИФ связано с

присутствием в пораженных кариесом областях ткани

дентина аминокислот ДНК/РНК кариесогенных бакте-

рий, а также порфиринов как результата их жизнедея-

тельности.

Полученные в работе результаты потенциально зна-

чимы для разработки эффективных методов ранней и

прецизионной диагностики патологий твердых тканей

зубов человека, а выявленные спектральные особенно-

сти могут являться маркерами возможных патологий

тканей дентина зуба человека.

Исследование выполнено за счет гранта Российского

научного фонда (проект № 17-75-10046).
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