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Аннотация. В настоящей работе ex vivo исследуется влияние раннего кариеса (стадия белого
пятна) на механические свойства эмали и дентина зуба человека. Оптическая микроскопия
позволила изучить форму области кариеса эмали на продольном подготовленном шлифе
моляра человека. Оценка механических свойств каждой из областей, важных с практической
точки зрения для стоматолога (патологическая эмаль, дентин в ее окрестности, здоровая
эмаль и здоровый дентин в ее окрестности), проведена с использованием наноиндентирования.
Дополнительно построены карты механических свойств для участка шлифа зуба, содержащего
область патологической эмали, эмаль в ее окрестности, прилегающую дентиноэмалевую
границу и дентин в ее окрестности. В ходе анализа результатов индентирования по методу
Оливера –Фарра обнаружено снижение значений приведенного модуля Юнга и твердости
индентирования как для очага кариеса эмали, так и для прилегающей к данному очагу
визуально здоровой эмали, а также дентина в их окрестности, для которого диаграммы «сила
внедрения – глубина внедрения» показали нарушение механизма сопротивления нагрузкам.
Для описания причин снижения механических свойств тканей использована сканирующая
электронная микроскопия патологических областей.
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Abstract. In the present paper the influence of early caries (white spot lesion) on the mechanical
properties of human tooth enamel and dentine was ex vivo investigated. Optical microscopy made
it possible to study the shape of the enamel caries area on a prepared longitudinal section of a
human molar. Evaluation of the mechanical properties of each of the areas that are important from
a practical point of view for a dental clinician (pathological enamel, dentine in its vicinity, sound
enamel and sound dentine in its vicinity) was carried out using nanoindentation. In addition, maps
of the mechanical properties were constructed for the section of the tooth containing the area
of pathological enamel, enamel in its vicinity, the adjacent dentine-enamel junction and dentine
in its vicinity. In the course of the analysis of the results of indentation by the Oliver –Pharr
method, a decrease in the values of the reduced Young’s modulus and indentation hardness was
found both for the focus of the caries of the enamel, and for the visually sound enamel adjacent
to this focus, as well as for the dentine in their vicinity, for which the diagrams “indentation
force – indentation depth” demonstrated a violation of the load resistance mechanism. To describe
the reasons for the decrease in the mechanical properties of tissues, scanning electron microscopy
of pathological areas was used.
Keywords: enamel, dentine, caries, mechanical properties, hardness, microstructure, nanoinden-
tation, scanning electron microscopy
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Введение

Эмаль зуба демонстрирует наиболее высокие показатели механических свойств
среди всех тканей тела человека. Она способна выдержать значительный диапазон
нагрузок, не подвергаясь при этом разрушению и изменению формы. Так, значения
контактных напряжений на окклюзионной поверхности эмали составляют 0.45–
2.5 ГПа [1,2]. Выдающиеся прочностные характеристики эмали объясняются высокой
(до 97%) концентрацией неорганических веществ, главным образом, кристаллов
апатитов: гидроксиапатита, карбонапатита, хлорапатита, а также фторапатита [3].

Одной из наиболее распространенных причин снижения значений механических
свойств эмали является кариес [4]. Первая клинически видимая стадия кариеса
характеризуется деминерализацией эмали без кавитации. В этом случае патологиче-
ская эмаль представляет собой псевдоинтактный поверхностный слой, близкий по
свойствам к здоровой эмали, с подповерхностной пористой областью, называемой
телом поражения. Поры образуются в результате травления кристаллов апатитов кис-
лотами, продуцируемыми бактериями зубного налета (в первую очередь Streptococcus
mutans и Lactobacillus) при наличии углеводов в полости рта [5]. Из-за значительной
разницы показателей преломления среды внутри пористой области и окружающей ее
здоровой эмали можно наблюдать беловатый непрозрачный вид подобных деминера-
лизованных очагов эмали. Это явление называется кариесом в стадии белого пятна
(СБП) [6].

Экспериментальное изучение механических свойств твердых патологических тка-
ней зуба прошло долгий путь, начавшийся с новаторских исследований микротвер-
дости тканей по Кнупу более пятидесяти лет назад [7,8]. В 1980-х гг. с развитием
инструментальной базы в ведущих мировых университетах для выполнения измерения
механических характеристик тканей зуба все большее распространение приобретает
наноиндентирование как совокупность методов, использующих прецизионное локаль-
ное силовое воздействие на материал и одновременную регистрацию деформационных
откликов с нанометровым разрешением [9]. Новый импульс развитию наноиндентиро-
вания придала классическая работа Оливера –Фарра [10], в которой был предложен
метод анализа результатов индентирования с использованием индентора Берковича.
С его помощью были изучены механические характеристики подверженных искус-
ственной и естественной деминерализации тканей зуба [11–15].

С практической точки зрения для практикующего стоматолога важно не только
понимать, как патология влияет на механические свойства тканей, но и оценивать
границы патологической эмали для минимального удаления здоровых тканей при
лечении пациента. В этой связи в настоящей работе с использованием оптической
микроскопии ex vivo изучается форма области кариеса в СБП на продольном под-
готовленном шлифе моляра человека. После этого с помощью наноиндентирования
оцениваются значения приведенного модуля Юнга и твердости индентирования здо-
ровых и патологических тканей зуба, в том числе на визуально здоровой области
эмали, граничащей с областью кариеса, а также дентина в его окрестности. Для
описания причин снижения механических свойств тканей использована сканирующая
электронная микроскопия (СЭМ) патологических областей.
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1. Исследуемый образец

Верхнечелюстной моляр удален у пациента (мужчина, 21 год) по ортодонтическим
показаниям в стоматологическом отделении клиники Ростовского государственного
медицинского университета (РостГМ, г. Ростов-на-Дону, Россия). Локальный неза-
висимый этический комитет РостГМУ одобрил исследование (выписка 15/9 от 3
октября 2019 г.), пациент предоставил информированное согласие. Область кариеса в
СБП была обнаружена на образце в проксимальной зоне. Визуально область кариеса
в СБП представляла собой матовый белый участок без видимых повреждений поверх-
ности. После извлечения образец выдерживался в 1%-ном растворе NaClO (по массе)
в течение 10 мин, затем был помещен в сбалансированный солевой раствор Хэнкса
при 4∘C с гранулами тимола (Унифарм, Славянск-на-Кубани, Краснодарский край,
Россия). Отношение тимола к раствору Хэнкса составило 1:1000.

Продольный разрез области, содержащей область кариеса в СБП, был выполнен с
помощью прецизионной пилы Isomet 4000 (Buehler, США), пульпарная камера была
очищена от мягких тканей. Поверхность шлифа образца вблизи области кариеса в
СБП была тщательно отшлифована с использованием абразивной бумаги на основе
SiC, в ходе шлифовки образец был утонен таким образом, чтобы формируемая
поверхность пересекала внутреннюю часть области кариеса в СБП. Затем была
проведена полировка поверхности суспензиями с абразивными частицами от 6 до
0.05 мкм.

В настоящем исследовании рассмотрены четыре участка поверхности подготовлен-
ного шлифа моляра:

• участок 1: кариес эмали в СБП;
• участок 2: дентин, граничащий с патологической эмалью в СБП (касаясь

дентиноэмалевой границы как можно ближе к области кариеса 1);
• участок 3: здоровая эмаль на противоположной от участка 1 медиальной стороне

зуба;
• участок 4: дентин, граничащий с областью здоровой эмали (касаясь дентино-

эмалевой границы как можно ближе к области здоровой эмали 3).

Дополнительно проведено исследование визуально здоровой эмали в окрестности
участка 1 при картировании механических свойств по поверхности образца, а также
проведена сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) участков 1 и 2.

2. Оптическая микроскопия образца

Для оценки границы области кариеса и предварительной разметки областей для
последующего наноиндентирования использовался оптический стереомикроскоп по
схеме Грену Stemi 305 (Carl Zeiss Microscopy, КНР) с цветной видеокамерой Axiocam
105 (Carl Zeiss Microscopy, Германия). Общий вид коронки и разметка четырех
исследуемых областей показаны на рис. 1. На изображениях четко видно отсутствие
трещин на поверхности образца, что исключает механическое происхождение области
деминерализации при удалении зуба у пациента. Границы кариеса внутри эмали резко
очерчены. Дентин, граничащий с областью кариеса эмали в СБП, и здоровая область
дентина на противоположной медиальной стороне зуба визуально неотличимы друг
от друга.
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а / a

-

б / b

-

в / c
Рис. 1. Оптические снимки образца: а — общий вид коронки;
б — область кариеса в СБП (участки 1 и 2, отмеченные пунк-
тирной линией на рис. 1, а ); в — здоровые области эмали и

дентина (участки 3 и 4)
Fig. 1. Optical images of the sample: a — general view of the
crown; b — area of the white spot lesion (regions 1 and 2, marked
with a dotted line in Fig. 1, a); c — sound areas of enamel and

dentine (regions 3 and 4)

3. Оценка механических свойств тканей

Механические свойства здоровых и патологических областей зуба оценивались
с помощью наноиндентирования на установке (наноиндентометре) NanoTest 600
Platform 3 (Micro Materials, Великобритания). Эксперименты проводились в закрытой
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камере при постоянной температуре 27.0±0.1∘C, использовался калиброванный алмаз-
ный индентор Берковича. Был использован следующий профиль нагрузки 𝑃 : линейное
возрастание в течение 20 с, выдержка при максимальной нагрузке 30 с, линейное
убывание в течение 20 с. В ходе экспериментов регистрировалась глубина внедрения
индентора ℎ с нанометровым разрешением. Температурный дрейф регистрировался и
корректировался с помощью программного обеспечения наноиндентометра. Типичные
и максимальные значения рассчитанной скорости теплового дрейфа: 0.4 нм/с и 2 нм/с
соответственно. Максимальная нагрузка 𝑃max для всех экспериментов составила
50мН. Во избежание высушивания образца на его поверхность между индентиро-
ваниями наносился физиологический раствор в виде единичных капель с помощью
инфузомата Terufusion TE-332 (Terumo, Бельгия). Значения приведенного модуля
Юнга 𝐸𝑟 и твердости индентирования 𝐻 для каждой из областей были получены с
использованием метода Оливера –Фарра [10]. Исследование было разделено на две
части.

В первой части исследования для каждой исследуемой области зуба было выпол-
нено 12 идентичных индентирований по шаблону «три строки – четыре столбца» с
отступами по 100мкм (по столбцам и строкам), результаты усреднялись. На рис. 2 по-
казаны диаграммы «сила внедрения – глубина внедрения» для каждой из исследуемых
областей зуба.

а / a б / b

в / c г / d
Рис. 2. Диаграммы «сила внедрения – глубина внедрения» для областей
образца: а — кариес эмали в СБП; б — дентин, граничащий с патологической

эмалью в СБП; в — здоровая эмаль; г — здоровый дентин (цвет онлайн)
Fig. 2. Diagrams “indentation load – indentation depth” for the areas of the
samples: a — enamel white spot lesion; b — dentine bordering the pathological

enamel; c — sound enamel; d — sound dentine (color online)
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Каждая диаграмма содержит «ветви» нагрузки и разгрузки, а также горизонталь-
ный сегмент, полученный в течение периода выдержки при максимальной нагрузке.
Как для эмали в СБП, так и для дентина в его окрестности максимальное значение
глубины ℎmax больше, чем для здоровых участков. Характер диаграмм для кариеса
эмали в СБП и здорового участка эмали схож. При сравнении диаграмм для областей
дентина обнаружено изменение формы разгрузочной «ветви» дентина в окрестности
патологической эмали.

Дополнительно проведена оценка глубины внедрения при выдержке индентора
на максимальной силе внедрения для каждого индентирования с последующим
усреднением данных (типичные кривые для пар «здоровая эмаль – патологическая
эмаль» приведены на рис. 3).
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Рис. 3. Диаграммы «время – глубина внедрения при максимальной
силе» для областей образца: а — здоровая эмаль; б — кариес эмали в

СБП

Fig. 3. Diagrams “time – indentation depth at maximum load” for the
sample areas: a — sound enamel; b — enamel white spot lesion

Во второй части исследования было выполнено 200 идентичных индентирований
согласно шаблону «10 строк – 20 столбцов».

Данные индентирования выполнены по поверхности шлифа образца, частично
охватывающей область патологической эмали, окрестную эмаль, прилегающую денти-
ноэмалевую границу и дентин в ее окрестности для построения карт приведенного
модуля Юнга и твердости индентирования (рис. 4). Полученные значения механи-
ческих свойств эмали, граничащей с областью кариеса, неоднородны, в некоторых
местах схожи с очагом кариеса, несмотря на то, что на основе оптических снимков
эта эмаль выглядит здоровой.
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Рис. 4. Карты механических свойств области кариеса в СБП,
эмали и дентина в ее окрестности: а — приведенного модуля

Юнга; б — твердости индентирования (цвет онлайн)

Fig. 4. Maps of the mechanical properties of the enamel white
spot lesion, enamel and dentine in its vicinity: a — reduced

Young’s modulus; b — indentation hardness (color online)

4. Сканирующая электронная микроскопия

С использованием СЭМ Crossbeam 340 (Carl Zeiss Microscopy, Германия) были
проведены исследования микроструктуры патологической эмали, а также дентина,
граничащего с ней (рис. 5).

200 нм 2 мкм

а / a б / b
Рис. 5. Микрофотографии, полученные на СЭМ: а — патологической эмали (белыми стрел-
ками показаны кристаллы, предположительно подвергшиеся частичной деминерализации);

б — дентина в окрестности патологической эмали
Fig. 5. SEM micrographs of: a — pathological enamel (white arrows show crystals presumably

subjected to partial demineralization); b — dentine in the vicinity of pathological enamel
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Призмы

паталогической

эмали
10 мкм

Безприз-

менная

эмаль

в / c
Окончание рис. 5. в — эмалевые призмы, под-

вергшиеся деминерализации
Continuing Fig. 5. c — enamel prisms subjected

to demineralization

Перед исследованием зуб был очищен
в ультразвуковой ванне, также была вы-
полнена его дегидратация в соответствии
с протоколом Bertassoni и Swain [16]. Ис-
следования проводились с помощью де-
тектора вторичных электронов Эверхар-
та –Торнли с ускоряющим напряжением
1 и 2 кВ.

5. Результаты и обсуждение

Значения механических свойств, по-
лученных в ходе экспериментов по нано-
индентированию, приведены в таблице.

Механические свойства областей зуба
Table. Mechanical properties of the tooth areas

Область 𝐸𝑟, ГПа 𝐻, ГПа Рост ℎ при 𝑃max, нм

Патологическая эмаль 69.12± 4.97 2.79± 0.46 64.60± 18.00

Патологический дентин 6.04± 0.78 0.22± 0.04 155.22± 23.24

Здоровая эмаль 111.57± 8.95 4.85± 0.62 38.16± 9.92

Здоровый дентин 13.41± 1.55 0.34± 0.06 175.96± 41.20

По данным таблицы видно снижение механических свойств патологической эма-
ли: приведенный модуль упругости 𝐸𝑟 на 38.1% ниже, а твердость индентирования
𝐻 — на 42.5% ниже по сравнению со здоровой областью. Значения приведенного
модуля Юнга для здоровой эмали соответствуют диапазону, показанному в ряде
работ [1,2,14,17–19]. Согласно наблюдениям, выполненным Yanagisawa и Miake на
просвечивающем электронном микроскопе [20], в ходе развития кариеса кристаллы
гидроксиапатита частично растворяются, как правило, в сердцевинах и в некоторых
случаях по периферии, при этом возникает центральная темная линия внутри кристал-
ла, которая представляет собой дефект кристаллической структуры, напоминающий
дислокацию, а остаточные напряжения возникают вокруг ядра (частичное растворе-
ние кристаллов было обнаружено и в данной работе, пусть и не с таким высоким
разрешением — частичная деминерализация визуализирована в виде затемненных
участков кристаллов на рис. 5, а ). Эта линия имеет более высокую концентрацию
Mg и Na, согласно выводам Yun и соавт. [21], а также кристаллографические то-
чечные дефекты (примеси, вакансии и т. д.), которые способствуют тому, что она
становится более растворимой, и это приводит к большей пористости. В этой связи
неудивительно, что в данной работе было обнаружено увеличение глубины внедрения
при максимальной выдержке индентора при исследовании области кариеса эмали в
СБП (на 69.3% выше по сравнению со здоровой эмалью, см. таблицу). Картирование
механических свойств показало снижение как приведенного модуля Юнга, так и
твердости индентирования эмали, прилегающей к области кариеса в СБП (хотя и
не такое существенное, как внутри очага кариеса). Этот факт важен при выборе
стоматологом области для лечения кариеса в СБП. Обе исследуемые механические
характеристики внутренней части области кариеса эмали в СБП, расположенной
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ближе к дентиноэмалевой границе, близки к таковым для дентина, граничащего с
кариесом вблизи дентиноэмалевой границы.

Дентин, граничащий с областью кариеса в СБП, также продемонстрировал сни-
жение механических свойств по сравнению со здоровым дентином: приведенный
модуль упругости 𝐸𝑟 оказался на 55.0% ниже, а твердость индентирования 𝐻 —
на 35.3% ниже, несмотря на то, что на снимках с оптического микроскопа этот
дентин ничем не отличался от здорового. Форма разгрузочной «ветви» диаграмм
«сила внедрения – глубина внедрения» для этого частично деминерализованного
дентина (см. рис. 2, в) отличается от такой же «ветви» для здорового дентина (см.
рис. 2, г), что свидетельствует об изменении механизма сопротивления нагрузкам,
вызванным потерей минеральной составляющей в ходе развития кариеса. О подобном
эффекте сообщали Angker и соавт. [11], связывая его с большей пористостью и
проницаемостью структуры, что согласуется с результатами СЭМ (см. рис. 5, б). Это
приводит к увеличению содержания воды и разрушению органической составляющей
дентина [22]. При этом усредненные значения глубин внедрения индентора при
выдержке на максимальной силе индентирования 𝑃max для пары «здоровый дентин –
дентин в окрестности патологического дентина» оказались близки друг к другу.

Анализ микрофотографий СЭМ показал, что и патологическая эмаль, и дентин
в ее окрестности демонстрируют особенности, не свойственные здоровым тканям, в
частности увеличенные зазоры между кристаллами гидроксиапатита, что приводит
к обнажению границ эмалевых призм на рис. 5, в (о схожем эффекте при искус-
ственной контролируемой деминерализации эмали сообщали Sadyrin и соавт. [23]) и
увеличению пористости на рис. 5, б (что согласуется с наблюдениями, выполненными
для более поздней стадии кариеса [24,25]).

Заключение
В настоящей работе была проведена оценка механических свойств, а именно

приведенного модуля Юнга и твердости индентирования, здоровых и патологиче-
ских тканей зуба, в том числе на визуально здоровой области эмали, граничащей
с областью кариеса, а также дентина в его окрестности. Обнаружено снижение
значений приведенного модуля Юнга на 38.1% и твердости индентирования на 42.5%
для патологической эмали, приведенного модуля Юнга на 55.0%, а также твердости
индентирования на 35.3% для дентина в ее окрестности, сопровождаемое аномальной
реакцией дентина на нагрузку и изменением характера внедрения индентора, вызван-
ных потерей минеральной составляющей тканей. Обнаружено увеличение глубины
внедрения индентора при выдержке индентора с максимальной силой для кариеса
эмали в СБП (на 69.3% выше по сравнению со здоровой эмалью), связываемое с
развитием дефектов кристаллической структуры патологической эмали. Карты ме-
ханических свойств показывают, что механические свойства эмали за пределами
области кариеса снижены несмотря на то, что данная эмаль выглядит здоровой на
оптических снимках, и это необходимо учитывать стоматологу в ходе оценки региона
лечения зуба пациента.
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