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Экспрессия toll-подобных и адгезивных рецепторов на эпителиальных клетках слизистой рта меняется при различных 
патологических состояниях, как местного, так и системного уровня, в частности, при хроническом пародонтите. 
Длительное присутствие пародонтопатогенных микроорганизмов в десневой борозде стимулирует и поддерживает 
воспалительный процесс. Взаимодействие пародонтопатогенов с эпителиальными клетками слизистых оболочек рта 
является первым этапом развития пародонтита. Патологический процесс влияет на функции эпителиоцитов, в част-
ности на их способность взаимодействовать с представителями микробиоценоза. Поэтому, естественная колонизация 
нормальной микробиоты полости рта на буккальных клетках, отражающая способность эпителиоцитов к микробной 
адгезии, является чувствительным индикатором различных дестабилизирующих процессов. Определение уровня экспрес-
сии толл-подобных рецепторов TLR2 и TLR4 на эпителиоцитах также позволяет оценить функциональное состояние 
клеток и выраженность воспалительного процесса на уровне слизистых полости рта, в частности, при хроническом 
пародонтите. В данной работе исследовали рецептор-зависимые реакции буккальных эпителиоцитов при хроническом 
пародонтите методом проточной цитофлюориметрии и путем определения уровня естественной (микробной) колони-
зации. Также авторами проведено сравнение этих способов определения функционального состояния мукозальных кле-
ток при хроническом пародонтите. Результаты показали, что у пациентов с пародонтитом активность рецепторов, 
участвующих в адгезивных реакциях с микробиотой полости рта менялась незначительно и была несколько выше, чем у 
здоровых доноров. В то же время, экспрессия TLRs на эпителиальных клетках при пародонтите менялась существен-
но. Так, процент клеток, экспрессирующих TLR2 достоверно увеличивался, а TLR4 – уменьшался. Одновременно,  при 
патологии полости рта значительно возрастал процент мукозальных клеток, не имеющих TLRs. Таким образом, иссле-
дование экспрессии TLR2- и TLR4- на буккальных эпителиоцитах является более показательным тестом в оценке выра-
женности воспалительного процесса при хроническом пародонтите, чем определение уровня естественной колонизации.
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The expression of toll-like and adhesive receptors on epithelial cells of the oral mucosa changes in different pathological 
conditions, both local and systemic levels, in particular, in chronic periodontitis. The long-term presence of periodontal pathogenic 
microorganisms in the gingival furrow stimulates and supports the inflammatory process. The interaction of periodontal pathogens 
with epithelial cells of the oral mucosa is the first stage of the development of periodontitis. The pathological process affects the 
function of epithelial cells, in particular their ability to interact with representatives of microbiocenosis. Therefore, the natural 
colonization of normal oral microbiota on buccal epitheliocytes, reflecting the ability of epithelial cells to microbial adhesion, is a 
sensitive indicator of various destabilizing processes. Determining the level of expression of toll-like TLR2 and TLR4 receptors on 
epithelial cells also allows us to assess the functional state of cells and the severity of the inflammatory process at the level of the 
oral mucosa, in particular, in chronic periodontitis. In this paper, we studied the receptor-dependent reactions of buccal epithelial 
cells in chronic periodontitis using flow cytofluorometry and by determining the level of natural (microbial) colonization. The 
authors also compared these methods for determining the functional state of mucosal cells in chronic periodontitis. The results 
showed that in patients with periodontitis, the activity of receptors involved in adhesive reactions with the oral microbiota changed 
slightly and was little higher than in healthy donors. At the same time, the expression of TLRs on epithelial cells in periodontitis 
changed significantly. Thus, the percentage of cells expressing TLR2 significantly increased, while TLR4 decreased. Concurrently, 
the percentage of mucosal cells that do not have TLRs increased significantly in oral pathology. Thus, the study of TLR2 – and 
TLR4-expression on buccal epithelial cells is a more representative test in assessing the severity of the inflammatory process in 
chronic periodontitis than determining the level of natural colonization.
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Введение. Болезни пародонта широко представле-
ны среди воспалительных заболеваний полости рта 
[1,2]. Известно, что пародонтит – заболевание воспа-
лительно-деструктивного характера [2]. Длительное 
присутствие пародонтопатогенных микроорганизмов в 
десневой борозде стимулирует и поддерживает воспа-
лительный процесс. При этом вовлекаются клеточные 
и гуморальные факторы иммунитета, что способствует 
разрушению эпителия и соединительнотканной струк-
туры пародонта, а также усиливает резорбцию костной 
ткани [3,4].

Взаимодействие пародонтопатогенов с эпителиаль-
ными клетками слизистых оболочек рта является пер-
вым этапом развития пародонтита [2]. Развитие патоло-
гического процесса влияет на функции эпителиоцитов 
[5], в частности, на их способность взаимодействовать с 
представителями микробиоценоза. Поэтому, естествен-
ная колонизация нормальной микробиоты полости рта 
на буккальных клетках, отражающая способность эпи-
телиоцитов к микробной адгезии, является чувствитель-
ным индикатором различных патологических состоя-
ний, как местного, так и системного уровня, в частно-
сти, при хроническом пародонтите [6].

Способность эпителиоцитов распознавать молеку-
лярные структуры патогенов осуществляется особым 
классом клеточных рецепторов – toll-подобными рецеп-
торами (TLRs) [7,8]. Различные варианты TLRs нацелены 
на распознавание определенных молекулярных мотивов–
PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) бактериаль-
ного, грибкового, вирусного или иного происхождения 
[9]. При этом для эпителиоцитов слизистых оболочек 
наиболее значимую роль играют TLR2 и TLR4 [10,11].

В зависимости от типа и продолжительности TLR-
зависимого воздействия микробных компонентов на 
эпителиоциты, наблюдается различный спектр и уро-
вень продукции медиаторов воспаления, что определяет 
характер и интенсивность TLR- опосредуемого иммун-
ного ответа [12,13].

Наличие toll-подобных рецепторов и их генов у кле-
ток слизистых оболочек можно оценивать при помощи 
различных методов, например, иммуногистохимии и 
ПЦР [5]. Для выполнения настоящей работы нами был 
разработан оригинальный способ оценки экспрессии 
TLRs на поверхности буккальных эпителиоцитов мето-
дом проточной цитофлуориметрии.

Цель исследования – сравнительная оценка рецеп-
тор-зависимых реакций буккальных эпителиоцитов при 

пародонтите, основанная на определении способности 
мукозальных клеток к экспрессии toll-подобных рецеп-
торов (TLR2 и TLR4) и уровня адгезии нормальной ми-
кробиоты (естественная колонизация) полости рта.

Материал и методы. Исследовали буккальные эпи-
телиоциты, полученные от здоровых некурящих доно-
ров ( n=14 ) и больных пародонтитом (n=15) (мужчины 
и женщины 21-38 лет). Клетки собирали с внутренней 
поверхности щеки с утра, натощак, дважды отмывали 
(40g, 5 мин) забуференным физиологическим раствором 
(ЗФР) и подготавливали взвесь с концентрацией 108кл/
мл. Концентрацию эпителиоцитов определяли на денси-
тометре DEN-1 (ООО «Biosan», Латвия) путем измере-
ния оптической плотности суспензии. 

Уровень естественной (микробной) колонизации 
оценивали путем подсчёта количества бактериальных 
клеток, адгезированных на эпителиоците. Мазки гото-
вили из взвеси буккальных эпителиоцитов, фиксирова-
ли метанолом (10 мин) и окрашивали 0,25% водным рас-
твором азура А (“Sigma”, США). Индекс естественной 
колонизации оценивали по числу бактериальных клеток 
в пересчёте на один эпителиоцит (бакт/эп). Учитывали 
средний уровень микробной колонизации после подсче-
та 100 эпителиоцитов.

Жизнеспособность и уровень экспрессии toll-
подобных рецепторов буккальных эпителиоцитов опре-
деляли на проточном цитофлюориметре BD FACS Canto 
II SystemwithFluidicsCart (6-color, blue/red, USA) по соб-
ственной оригинальной методике [14].

Эксперименты каждой серии ставили в трех повто-
рах. Результаты обрабатывали с помощью компьютер-
ной программы FacsDiva 4.1. и вычисляли в процентах, 
как отношение числа буккальных эпителиоцитов, экс-
прессирующих на своей поверхности TLR2 и/или TLR4 
к общему количеству жизнеспособных клеток в попу-
ляции. 

Статистическую обработку проводили с использова-
нием компьютерных программ Stadia и Excel. Определя-
ли среднее арифметическое (М) и стандартную ошибку 
среднего арифметического (m). Применяли критерий 
Стьюдента, статистически достоверными различиями 
между выборками считали уровень значимости р<0,05. 
Если распределение данных в выборках не могло харак-
теризоваться как нормальное, использовали критерий 
Манна-Уитни и рассчитывали медиану показателя (Me). 
Силу корреляционной связи определяли по значению 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена (r s.): ни-



647

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-645-561

МИКРОБИОЛОГИЯ

же 0,3 считали слабой, от 0,3 до 0,7 – средней и от 0,7 до 
1,0 – сильной.

Результаты. Жизнеспособность эпителиальных 
клеток полости рта, полученных от больных с воспале-
нием пародонта, не отличалась от соответствующего по-
казателя у здоровых людей. Так, процент живых клеток 
в пуле мукозальных эпителиоцитов у больных с паро-
донтитом составлял 99,7±0,2, а у здоровых пациентов – 
99,1±0,5 (р>0,05).

Уровень естественной колонизации буккальных эпи-
телиоцитов при пародонтите составлял 36,4± 27,1 бакт/
эп, что было несколько больше, чем у здоровых людей 
– 14,3 ± 8,9 бакт/эп (р>0,05).При этом медиана показате-
ля естественной колонизации у больных соответственно 
выше, чем у здоровых (Ме = 31,7 и Ме = 15,3).

На следующем этапе исследовали экспрессию TLR2 
и TLR4 на поверхности буккальных эпителиоцитов, ко-
торую оценивали только среди жизнеспособных клеток 
пула. В общей популяции эпителиоцитов определяли 
процент (долю) клеток, принадлежащих к следующим 
субпопуляциям: 

1) экспрессирующие только TLR2; 
2) экспрессирующие только TLR4;
3) экспрессирующие одновременно TLR2 и TLR4 

(TLR2/4-позитивные клетки); 
4) TLR2-субпопуляция/TLR2-позитивные клетки – 

общее количество клеток, способных экспрессировать 
TLR2 (сумма субпопуляций 1 и 3);

5) TLR4-субпопуляция/TLR4-позитивные клетки – 
общее количество клеток, способных экспрессировать 
TLR4 (сумма субпопуляций 2 и 3);

6) TLR2/4-негативные клетки – группа клеток, не экс-
прессирующие ни одного вышеуказанного рецептора.

Было отмечено, что на фоне патологического процес-
са – хронического пародонтита – наблюдали значитель-
ные изменения уровня экспрессии TLR2 и TLR4 среди 
эпителиоцитов, при этом сдвиг в субпопуляцииTLR2-
позитивных эпителиоцитов был наиболее выражен. 
Среди здоровых доноров процент буккальных эпители-
оцитов, имеющих TLR2, был небольшим: чуть более, 
чем 1/10 от общей популяции, а процент эпителиоцитов, 
способных экспрессировать TLR4 был изначально до-
вольно высок – более 3/4 популяции.

Количество эпителиоцитов, экспрессирующих TLR2 
у больных с хроническим пародонтитом увеличивалось 
в 2,5 ± 0,2 (р<0,05), а TLR4 – уменьшалось в 1,4 ± 0,1 
раза (р<0,05).Также увеличивалось общее число клеток, 
не экспрессирующих ни один из указанных рецепторов 
в 1,8± 0,2 раза (р< 0,05) (см. таблицу). Анализ данных 
показал отсутствие корреляции между изменениями в 
активности адгезивного рецепторного аппарата эпите-

лиоцитов (уровень естественной колонизации) и измене-
ниями экспрессии TLR2 и TLR4 на буккальных клетках 
при пародонтите (rs= 0,22 и rs = -0,17 соответственно).

Обсуждение. При расчете показателя централь-
ной тенденции – медианы – было выявлено, что вос-
паление пародонта усиливает адгезивные свойства 
эпителия полости рта, что выражается в повышении 
уровня естественной микробной колонизации буккаль-
ных клеток у большинства пациентов (р>0,05). В то 
же время, способность мукозальных эпителиоцитов 
экспрессироватьTLR2 и TLR4 при пародонтите изме-
нялась очень существенно: достоверно увеличивалось 
количество TLR2-позитивных клеток (р<0,05) и снижа-
лось количество TLR4-позитивных клеток в популяции 
(р<0,05). При этом, изменения адгезивной активности 
эпителиальных клеток и их способности к экспрессии 
различных TLRs не имели корреляции. 

Изменение уровня экспрессии TLR2 и TLR4 на клет-
ках могло быть, предположительно, связано со следу-
ющими событиями. В норме, у эпителиальных клеток 
полости рта сравнительно низкая экспрессия гена, от-
ветственного за синтез TLR2. При пародонтите, меди-
аторы воспаления и антигены пародонтопатогенных 
микроорганизмов активируют эпителиальные клетки, 
что вызывает усиление экспрессии TLR2 и соответ-
ствующее увеличение общего числа TLR2-позитивных 
эпителиоцитов. В то же время, экспрессия гена TLR4 у 
мукозальных эпителиоцитов, в норме, довольно высока. 
Дополнительная стимуляция клеток в ходе воспаления 
может привести к синтезу избыточного количества ре-
цепторов и их последующего шеддинга (сбрасывания) с 
поверхности клеток, что характеризуется в уменьшении 
процента TLR4 – позитивных эпителиоцитов в популя-
ции. Таким образом, изменение пейзажа TLR2 и TLR4 
на поверхности клеток является отражением способно-
сти клетки отвечать на стимулы. На потерю мембранных 
рецепторов TLRs эпителиоцитами при пародонтите ука-
зывает также и то, что количество TLR2/4-негативных 
клеток (не способных экспрессировать данные TLRs) 
резко увеличивается при патологии, причем за счет суб-
популяций, ранее способных к экспрессии данных ре-
цепторов. Это показывает, что при воспалении возраста-
ет пул «функционально старых» (ареактивных) клеток, 
не способных более отвечать на стимулы. Таким обра-
зом, исследование эпителиоцитов, экспрессирующих 
TLR2 и/илиTLR4 позволяет оценить функциональное 
состояние клеток слизистых оболочек, а также влияние 
на них воспалительного процесса, в частности при хро-
ническом пародонтите.

Таким, образом, было проведено сравнении двух спо-
собов оценки функционального состояния мукозальных 

Процент эпителиальных клеток в популяции, способных к экспрессии TLR2, TLR4  
среди здоровых людей и при пародонтите полости рта

Показатели
Субпопуляции эпителиоцитов

Доля субпопуляции клеток в общей популяции эпителиоцитов, % Кратность изменения субпопу-
ляции клеток (количество раз)Здоровые доноры (контроль) Пациенты с пародонтитом

TLR2- субпопуляция:  общее количество 
клеток, способных экспрессировать TLR2

11,8 ± 5,2 29,3 ±10,3*  ↑ 2,5 ±0,2*↑

TLR4- субпопуляция:  общее количество 
клеток, способных экспрессировать TLR4

75,6 ± 15,5 54,1 ±17,3*  ↓ 1,4 ± 0,1*↓

TLR2/4-негативные  клетки 24,1 ± 4,1 44,0 ± 4,7*  ↑ 1,8± 0,2*↑
П р и м е ч а н и е . *-   достоверность различий относительно здоровых доноров (р<0,05). ↑ –  увеличение показателя относительно здоро-

вых доноров, ↓ –  снижение показателя относительно здоровых доноров.
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клеток при хроническом пародонтите. Было отмечено, 
что, по данным исследования естественной колонизации, 
изменение активности адгезивного аппарата эпителио-
цитов, участвующего в рецептор-зависимых взаимодей-
ствиях с нормальной микробиотой, было незначитель-
ным (р>0,05), хотя и имело тенденцию к увеличению.  
В то же время, изменение экспрессии TLR-2 и TLR-4 на 
эпителиальных клетках всегда было статистически-зна-
чимым (р<0,05), что делает данный способ определения 
функционального состояния эпителиоцитов при воспале-
нии полости рта более предпочтительным.

Выводы:
1. Уровень естественной колонизации эпителиоци-

тов у большинства пациентов с хроническим пародон-
титом увеличивается по сравнению с тем же показате-
лем у здоровых.

2. При пародонтите существенно меняется соотно-
шение эпителиальных клеток, способных к экспрессии 
TLR2 и TLR4. При этом процент клеток, экспрессирую-
щих TLR2, достоверно увеличивается, а TLR4 – умень-
шается; одновременно возрастает число буккальных 
эпителиоцитов, не имеющих TLR2 и TLR4. 

3. Определение экспрессии TLRs на буккальных 
эпителиоцитах является более чувствительным спосо-
бом оценки функционального состояния мукозальных 
клеток и микроб-зависимого воспаления в полости рта 
при пародонтите, чем исследование естественной ми-
кробной колонизации.
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