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Резюме
Цель исследования: Разработка детергентно-энзиматического метода получения децеллюляризированного каркаса пульпы 
зуба и оценка его качества для использования в регенеративной эндодонтии.
Материалы и методы: Основой для создания биоматериала и получения мезенхимальных стволовых клеток (МСК) была 
пульпа зуба третьих моляров, удаленных по ортодонтическим показаниям у пациентов в возрасте от 14 до 18 лет. Образцы 
пульпы подвергались детергентно-энзиматической обработке для получения децеллюляризированного каркаса. Оценка про-
лиферативной активности и жизнеспособности МСК пульпы зуба после культивирования с каркасом пульпы зуба осущест-
влялась с помощью окрашивания трипановым синим и XTT-теста. Для оценки тканевой реакции проводилась подкожная 
имплантация нативной и децеллюляризированной пульпы зуба крысам линии Вистар, на 7-е и 14-е сут. осуществляли экс-
плантацию образцов для окрашивания гематоксилин-эозином.
Результаты: Результаты детергентно-энзиматической обработки пульпы зуба показали отсутствие ядерного материала, 
при этом гистоархитектоника пульпы зуба незначительно нарушалась. Содержание ДНК в образцах децеллюляризирован-
ного каркаса составило 22,79±2,1 нг/мг ткани, количество ДНК в нативных образцах – 78,5±5,4 нг/мг ткани. По результатам 
XTT-теста не было установлено цитотоксичности децеллюляризированного каркаса по отношению к МСК. Биоптаты крыс, 
которым была имплантирована децеллюляризированная пульпа зуба, характеризовались отсутствием признаков воспаления.
Заключение: Полученные результаты позволят в дальнейшем создать биоматериал, который послужит основой тканеинже-
нерной конструкции пульпы зуба и может быть использован для регенерации пульпо-дентинного комплекса.
Ключевые слова: регенерация пульпы зуба, децеллюляризированная пульпа зуба, регенерация пульпо-дентинного комплек-
са, регенеративная эндодонтия, регенеративная медицина, децеллюляризация
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Abstract
Objective: To develop a detergent-enzymatic method and evaluate the quality of a decellularized pulp scaffold for regenerative end-
odontics.
Materials and methods: Biomaterial and mesenchymal stem cells (MSCs) were derived from dental pulp that was obtained follow-
ing third molar extraction indicated for orthodontic reasons in patients aged 14-18 years. The detergent-enzymatic method enabled 
to obtain a decellularized scaffold from pulp samples. The proliferative activity and viability of dental pulp-derived MSCs were 
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assessed using trypan blue staining and XTT assay. To assess tissue response, Wistar rats underwent subcutaneous implantation of na-
tive and decellularized dental pulp. Explanted samples were stained with hematoxylin-eosin on days 7 and 14.
Results: The detergent-enzymatic treatment of the dental pulp demonstrated the absence of nuclear material, whereas the histoar-
chitecture of the dental pulp was disturbed. The DNA content in the sample of the decellularized scaffold was 22.79 ± 2.1 ng/mg 
of tissue; the amount of DNA in the native sample was 78.5 ± 5.4 ng/mg of tissue. According to XTT assay results, no cytotoxicity 
of the decellularized scaffold against MSCs was found. Biopsy specimens of the rats with implanted decellularized dental pulp were 
characterized by no signs of inflammation.
Conclusions: The study results will enable to create a biomaterial that can be the base of a tissue-engineered structure of the dental 
pulp and be used for the regeneration of the pulp-dentin complex.
Keywords: dental pulp regeneration, decellularized dental pulp, dentin-pulp complex regeneration, regenerative endodontics, regen-
erative medicine, decellularization
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dental pulp as a new biomaterial for regeneration of the pulp-dentin complex. Innovative Medicine of Kuban. 2024;9(4):93–100. 
https://doi.org/10.35401/2541-9897-2024-9-4-93-100

Введение
Пульпа зуба является составной частью пульпо-

дентинного комплекса и выполняет важные функции 
для поддержания целостности и жизнеспособности 
зуба, в частности, обеспечивает чувствительность 
и питание зуба, способствует образованию дентина 
в случае повреждения, а также является главным ис-
точником мезенхимальных стволовых клеток (МСК), 
благодаря которым и происходит регенерация тка-
ней [1–3]. Около 48% людей в мире имеют эндодонти-
ческие патологии, большая часть которых приходится 
на заболевания пульпы зуба. Распространенными за-
болеваниями пульпы зуба являются пульпит и некроз 
пульпы, которые могут быть вызваны травмой, карие-
сом зуба или ятрогенными причинами [2]. При тради-
ционном лечении данных заболеваний обычно удаля-
ют поврежденную пульпу и осуществляют обтурацию 
каналов зуба синтетическими стоматологическими 
материалами [4, 5]. Данная манипуляция часто при-
водит к потере большинства биологических функций 
зуба, который впоследствии становится восприимчи-
вым к инфекциям и повреждениям из-за отсутствия 
регенерационного потенциала, который ранее обеспе-
чивали МСК пульпы. Несмотря на отсутствие клини-
ческой симптоматики, витальность зуба не восстанав-
ливается [6]. В связи с этим идет активный поиск аль-
тернативных методов лечения заболеваний пульпы 
и развитие регенеративной эндодонтии.

Регенеративная эндодонтия представляет собой 
одну из самых сложных и передовых тем в регене-
ративной стоматологии, целью которой является 
внедрение альтернативных вариантов классических 
стратегий лечения обратимых форм воспаления пуль-
пы [7–14]. Наиболее перспективным направлением 
является использование различного рода тканевых 
каркасов. Идеальный каркас должен быть биосовме-
стимым, нецитотоксичным, оставаться стабильным 
и обеспечивать клеточную поддержку, васкуляри-
зацию, не должен вызывать воспалительную реак-
цию [9–15]. Многообещающим является использова-
ние биологических каркасов, состоящих из внекле-
точного матрикса (ВКМ), полученных в результате 

децеллюляризации тканей [2–10]. ВКМ обеспечивает 
не только механическую поддержку клеток, но также 
действует как регулирующий фактор во многих био-
логических процессах, таких как воспаление, анги-
огенез, ремоделирование и регенерация. На данный 
момент существуют исследования, которые посвяще-
ны разработке различных подходов к созданию де-
целлюляризированных каркасов пульпы зуба [11–13]. 
Самыми распространенными методами децеллюля-
ризации пульпы являются физические, химические 
и детергентно-энзиматические. Однако они требуют 
дальнейшей оптимизации, так как при использова-
нии «агрессивной» децеллюляризации полученный 
каркас обладает цитотоксичностью из-за высокой 
концентрации остаточных реагентов, а при «мягкой» 
децеллюляризации наблюдается иммунный ответ 
на алло- и ксеногенные компоненты имплантируемых 
материалов [16].

Цель
Разработка детергентно-энзиматического метода 

получения децеллюляризированного каркаса пульпы 
зуба и оценка его качества для использования в реге-
неративной эндодонтии.

Материалы и методы
Пульпа зуба была получена при удалении третьих 

моляров у пациентов в возрасте от 14 до 18 лет (n=37) 
по ортодонтическим показаниям после получения ин-
формированного согласия пациента или его законного 
представителя. После удаления зуб промывали фос-
фатно-солевым буфером и просушивали. Для сохране-
ния структурной целостности пульпы зуба экстирпа-
цию проводили путем раскалывания зуба, после пуль-
пу зуба замораживали и хранили при –80 °C не более 
6 мес. На рисунке 1 представлен дизайн исследования.

Детергентно-энзиматическая децеллюляризация 
проводилась с помощью пошаговой обработки пуль-
пы зуба растворами ферментов и детергентов в со-
отношении 1:10. Образцы обрабатывали раствором 
Трипсина-Версена (БиолоТ, Россия) при температу-
ре +37 °С на шейкере-инкубаторе Excella Е24 (New 
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Brunswick, Канада) при 150 оборотах в мин в тече-
ние 6 ч, со сменой растворов через каждые 2 ч; по-
следовательно двукратно воздействовали на шейкере 
PSU-10i (Biosan, Латвия) при 100 оборотах в мин рас-
творами 1%-го Тритона Х-100 (Sigma-Aldrich, США) 
в течение 3 ч и 4%-м раствором дезоксихолата натрия 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 3 ч. Далее образцы 
промывали дистиллированной водой и обрабатыва-
ли свиной панкреатической ДНКазой (Sigma-Aldrich, 
США) в течение 4 ч при температуре +37 °С на шей-
кере-инкубаторе Excella Е24 (New Brunswick, Канада) 
при 150 оборотах в мин. Общее время обработки об-
разцов пульпы составило 22 ч.

Оценка сохранности гистологической структуры 
после децеллюляризации проводилась путем окраши-
вания гематоксилин-эозином нативных и обработан-
ных образцов пульпы зуба.

Количественное определение содержания ДНК 
в нативном образце пульпы зуба и в разработанном 
децеллюляризированном каркасе выполняли на спек-
трофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США) с использованием набора реа-
гентов «DNeasy Blood & Tissue Kit» (Qiagen, Швеция) 
по протоколу фирмы-изготовителя.

Для проведения теста на цитотоксичность были 
выделены МСК из пульпы зуба. Для этого измельчали 
нативную пульпу, взятую из зуба с несформированной 
апикальной частью (n=2) и инкубировали в 0,1%-м 
растворе коллагеназы I-го типа (STEMCELL, Канада), 
полученную клеточную суспензию центрифугировали, 
осадок ресуспендировали в полной питательной среде 
(ППС) и высевали на клеточные флаконы. Дальней-
шее культивирование клеток осуществлялось в СО2-
инкубаторе Galaxy 170S (New Brunswick, Канада) 
при температуре 37 °С со сменой ППС каждые 3 дня.

Чтобы оценить метаболическую и пролифератив-
ную активность клеток в присутствии разработан-
ного каркаса пульпы in vitro использовали XTT-тест 
(Biological Industries, Израиль) – колориметрический 
метод с использованием соли тетразолия XTT (2,3-бис-
(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетразолий-
5-карбоксанилид), которая образует стойко окрашен-
ный формазан при взаимодействии с продуктами ме-
таболизма дыхательной цепи. МСК пульпы зуба инку-
бировали в течение суток с децеллюляризированным 
каркасом пульпы (10 тыс. клеток на лунку). Положи-
тельным контролем служила суспензия МСК пульпы 
зуба в ППС, отрицательным контролем только ППС. 
В ячейки 96-луночного планшета вносили по 100 мкл 
исследуемой суспензии и добавляли 50 мкл реакци-
онного раствора. Инкубировали в течение 4 ч при 
+37 ° в CO2-инкубаторе Galaxy 170S (New Brunswick, 
США). Измерения проводили с помощью многофунк-
ционального микропланшетного ридера FilterMax F5 
(Molecular Devices, США) на длине волны 450 нм.

Оценка жизнеспособности МСК после культиви-
рования в течение 48 ч в 6-луночном планшете с кар-
касом пульпы зуба проводилась с помощью окрашива-
ния пробы 0,4%-м трипановым синим (Sigma Aldrich, 
США) в соотношении 1:1. Контролем служила куль-
тура МСК в ППС, подсчет количества живых и мерт-
вых клеток проводили в камере Горяева (Минимед, 
Россия). Количество живых и мертвых клеток (N) 
в 1 мл ППС подсчитывали по формуле:

N = k × n × 104,

где n – количество живых или мертвых клеток, под-
считанных в 25 больших квадратах; k – коэффициент 
разведения.

Процент жизнеспособности клеток рассчитыва-
ли как отношение количества живых клеток к обще-
му количеству клеток. Пролиферативную активность 
рассчитывали как отношение количества живых кле-
ток к исходному количеству клеток (1,0×105).

Для оценки местной токсичности разработанного 
децеллюляризированного каркаса проводилась под-
кожная имплантация в межлопаточной зоне крыс по-
роды Вистар (n=10) возрастом 6 мес., массой 250±50 г. 
Животных разделили на контрольную группу с образ-
цами нативной пульпы и на экспериментальную с об-
разцами децеллюляризированной пульпы зуба. На 7-е 
и 14-е сут. после подкожной имплантации проводили 
забор материала с прилежащими тканями для иссле-
дования гистоморфологической картины. Гистологи-
ческий анализ включал в себя рутинное окрашива-
ние гематоксилин-эозином. Исследование проводили 
на нескольких срезах с использованием микроскопа 
Olympus СХ41 (Olympus, Япония), изображения об-
рабатывали с помощью программного обеспечения 
Olympus cellSens Entry (Olympus, Япония).

Рисунок 1. Дизайн исследования
Figure 1. Study design
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Все манипуляции соответствовали требованиям 
приказа Минздрава России от 23.08.2010 г. №708н 
«Об утверждении Правил лабораторной практики» 
и Федерального закона РФ «О защите животных 
от жестокого обращения» от 01.12.1999 г.

Статистическую обработку полученных результа-
тов проводили с помощью программ Microsoft Excel 
2016 и GraphPad Prism 6.04. Данные представляли 
в виде M±S, где M – среднее арифметическое, S – 
стандартное отклонение. Различия считали значимы-
ми при p < 0,05 по критерию Манна-Уитни.

Результаты
Процесс создания каркаса пульпы зуба включал два 

этапа. На первом этапе производился раскол третьих 
моляров без кариеса и с различной степенью кариоз-
ного повреждения и забор нативной пульпы. Из 50 зу-
бов было получено только 40 образцов, подходящих 
для дальнейшей обработки, в зубах с сильным кариесом 
пульпа была гнойной или наблюдалось необратимое 
воспаление пульпы зуба. В ходе исследования было вы-
явлено, что для получения каркаса пульпы зуба можно 

использовать третьи моляры, подвергшиеся слабому 
кариозному повреждению. Следующим шагом прово-
дили детергентно-энзиматическую децеллюляризацию, 
в ходе которой были получены каркасы пульпы зуба, 
при этом специфическая форма сохранялась (рис. 2).

Гистологическая оценка после детергентно-энзи-
матической обработки пульпы зуба показала отсут-
ствие ядерного материала, при этом гистоархитек-
тоника пульпы зуба значительно нарушалась, но ее 
тканеспецифическая структура сохранялась (рис. 3).

Количество ДНК в нативных образцах пульпы зуба 
составило 78,5±5,4 нг/мг ткани, содержание ДНК в ис-
следуемых образцах децеллюляризированного карка-
са пульпы составило 22,79±2,1 нг/мг ткани (p<0,05 по 
отношению к нативным образцам), что соответство-
вало требованиям к качеству имплантируемых биоло-
гических материалов в отношении количества ДНК – 
менее 50 нг/мг ткани, по данным P.M. Crapo и соавт. 
(2011) [17].

Гистологический анализ образцов тканей после 
подкожной имплантации нативной пульпы и децел-
люляризированного каркаса показал, что в образцах 

Рисунок 2. Этапы создания децеллюляризированного каркаса пульпы зуба: А – несформированный третий моляр; Б – 
распил третьего моляра; В – нативная пульпа третьего моляра; Г – пульпа после детергентно-энзиматической де-
целлюляризации
Figure 2. Making of a decellularized dental pulp scaffold: A, unformed third molar; B, third molar cutting; C, native pulp of the 
third molar; D, pulp after detergent-enzymatic decellularization

Рисунок 3. Гистологическая структура пульпы зуба: А – нативный образец, стрелками указаны клеточные ядра;  
Б – пульпа зуба после детергентно-энзиматической децеллюляризации. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. ×200
Figure 3. Histological structure of the dental pulp: A, native specimen, arrows indicate cell nuclei; B, dental pulp after detergent-
enzymatic decellularization. Hematoxylin-eosin, magnification ×200

A/A Б/B

A/A Б/B B/С Г/D
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с нативной пульпой на 7-е сут. присутствовали за-
метные признаки воспалительной инфильтрации 
в месте прилежащих тканей и инкапсуляции матери-
ала, в частности, образование экссудата вокруг им-
плантированного материала (рис. 4 А, В). Биоптаты 
крыс, получивших в качестве имплантата децеллю-
ляризированную пульпу зуба, характеризовались от-
сутствием признаков воспаления и миграцией кле-
ток в имплантированный каркас (рис. 4 Б, Г).

На 14-е сут. в образцах с нативной пульпой гистоло-
гическая картина характеризовалась слабой воспали-
тельной реакцией. Анализ биоптатов с децеллюляризи-
рованной пульпой показал достаточную интеграцию об-
разцов в окружающие ткани и отсутствие воспалитель-
ной реакции. Таким образом, морфологический анализ 
полученных данных подтвердил безопасность и биосов-
местимость разработанного каркаса пульпы зуба.

По результатам XTT-теста, значения которого 
представлены на рисунке 5, децеллюляризированный 
каркас не проявлял цитотоксичность по отношению 

Рисунок 4. Результаты подкожной имплантации на 7-е сут.: А – эксплантация нативной пульпы; Б – эксплантация 
децеллюляризированной пульпы; В, Г – гистологическая картина эксплантированных образцов нативной и децеллюля-
ризированной пульпы соответственно, окрашивание гематоксилин-эозином, ув. ×200
Figure 4. Subcutaneous implantation results on day 7: A, native pulp explantation; B, decellularized pulp explantation; C-D, histologi-
cal pattern of explanted samples of the native and decellularized pulp, respectively. Hematoxylin-eosin, magnification ×200

A/A Б/B

B/С Г/D

Рисунок 5. Результаты колориметрического метода с ис-
пользованием соли тетразолия XTT. МСК – мезенхималь-
ные стволовые клетки, * – p<0,05
Figure 5. Results of the colorimetric method using tetrazolium 
salt XTT. МСК, mesenchymal stem cells; *, P < .05
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к МСК. При этом МСК при совместном культивиро-
вании с каркасом пульпы зуба продемонстрировали 
значимо более высокие значения XTT-теста, чем кон-
трольные образцы (p<0,05), что может косвенно сви-
детельствовать о положительном влиянии децеллюля-
ризированного каркаса на метаболическую активность 
клеток.

Оценка жизнеспособности МСК после 48 ч куль-
тивирования с каркасом пульпы показала, что в 1 мл 
исследуемой суспензии было 82±3% живых клеток, 
тогда как в контрольном образце было 78±3% живых 
клеток в 1 мл. В ходе анализа пролиферативной актив-
ности клеток индекс пролиферации исследуемого об-
разца составлял 1,91, а индекс пролиферации контро-
ля – 0,86. Таким образом можно сделать вывод о том, 
что разработанный материал способствовал лучшей 
пролиферативной активности по сравнению с кон-
трольным образцом, а также не обладал цитотоксич-
ностью. Полученные данные показали, что разрабо-
танный каркас пульпы является безопасным для даль-
нейшей имплантации.

Обсуждение
Методика регенеративной эндодонтии, которая 

в мировой литературе именуется как «реваскуляри-
зация» или «ревитализация» пульпы, основывается 
на принципах тканевой инженерии и определяется 
как комплекс биологических мероприятий, направ-
ленных на замещение пульпо-дентинного комплекса 
тканью, предпочтительно имеющей сходное проис-
хождение, которая обеспечивала бы дальнейший фи-
зиологический рост корня и функционирование зуба. 
Однако недавно опубликованный систематический 
обзор и метаанализ показали, что имеющиеся на дан-
ный момент результаты не могут дать окончательных 
выводов об успешности и предсказуемости этого ме-
тода [18]. Одна из причин, по-видимому, заключается 
в том, что современные методы не всегда соответству-
ют критериям «золотого стандарта» биоинженерии – 
комплекса пульпа-дентин, причем одним из решаю-
щих факторов является выбор подходящего каркаса 
для успешной регенерации тканей. Разработка децел-
люляризованного каркаса с полной элиминацией до-
норских клеток и антигенов при сохранении структу-
ры ВКМ может стать отличной платформой для реге-
нерации тканей [10]. Так, L. Hu и соавт. (2017) про-
вели ряд экспериментов, которые показали, что де-
целлюляризированную пульпу зуба свиньи можно 
использовать в качестве ксеногенного биокаркаса 
для регенерации пульпы зуба человека. Исследова-
тели для децеллюляризации использовали 1%-й рас-
твор додецилсульфата натрия (SDS) в течение 24 ч и 
1%-й раствор Тритон X-100 в течение 24 ч. Однако 
такой метод обработки пульпы зуба негативно влияет 
на гистоархитектонику и структуру каркаса пульпы 

зуба, что будет отрицательно сказываться на дальней-
шей имплантации и регенерации [2]. I.H. Kim и соавт. 
(2021) разработали методику для децеллюляризации 
пульпы зуба человека, главной особенностью кото-
рой было промывание образцов 10%-й этилендиа-
минтетрауксусной кислотой после каждого цикла об-
работки раствором SDS и 1%-м Тритон X-100. В ходе 
работы исследователи не обнаружили иммуногенной 
реакции при трансплантации такого материала, так 
как при децеллюляризации были удалены клеточные 
компоненты и количество ДНК не превышало 50 нг 
на 1 мг сухого веса [15]. Однако главным недостат-
ком раннее проведенных исследований в области де-
целлюляризации тканей для каркасов является при-
менение агрессивных детергентов, в частности SDS, 
которые могут оставаться в разрабатываемом каркасе 
в виде потенциальных токсинов [19]. В результате на-
шего исследования был разработан и протестирован 
алгоритм обработки пульпы, основанный на поша-
говом воздействии ферментами и детергентами (рас-
творы Трипсин-Версена, 1%-й Тритон Х-100, 4%-й 
дезоксихолат натрия и панкреатическая ДНКаза), 
в ходе которого был получен биобезопасный мате-
риал для регенерации пульпо-дентинного комплекса, 
обладающий необходимыми свойствами для даль-
нейшего применения в качестве хирургического им-
плантата.

Таким образом, на сегодняшний день не существу-
ет каркаса пульпы зуба, который бы полностью вос-
производил микроокружение пульпы зуба, индуцируя 
прямую дифференцировку стволовых клеток. Тем 
не менее использование децеллюляризованных кар-
касов является перспективным направлением. Био-
материал на основе децеллюляризированной пульпы 
зуба позволит преодолеть трудности в эндодонтиче-
ской регенеративной практике, поскольку каркас бу-
дет не только покрывать открытые участки пульпы, 
но и иметь тканеспецифичную структуру, которая 
сможет обеспечить пролиферацию клеток и длитель-
ное поддержание витальности пульпы зуба.

Заключение
В результате проведенных исследований была до-

казана биосовместимость разработанного биомате-
риала. Результаты детергентно-энзиматической об-
работки пульпы зуба показали отсутствие ядерного 
материала, при этом гистоархитектоника пульпы зуба 
нарушалась незначительно. Содержание ДНК в ис-
следуемом образце децеллюляризированного каркаса 
соответствовало требованиям к качеству импланти-
руемых биологических материалов. Полученные ре-
зультаты позволят в дальнейшем разработать биома-
териал, который послужит основой тканеинженерной 
конструкции пульпы зуба и может быть использован 
для регенерации пульпо-дентинного комплекса.
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