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Резюме: В  стоматологии реализация принципов метаболомики только начинается и  имеет, очевидно, 
большое будущее. Одной из целей метаболомики является ранняя диагностика заболеваний на той ста-
дии, когда они еще не имеют клинических проявлений. Было проведено клиническое обследование па-
циентов, мужчин и женщин, в возрасте от 18 до 30 лет. Особое внимание было уделено обнаружению кли-
новидных дефектов твердых тканей зубов на разных этапах формирования данной патологии, а  также 
сопутствующим факторам ее возникновения. Методом лабораторного исследования была выбрана спек-
троскопия магнитного резонанса ядер протонов и ядер изотопа углерода 13С образцов ротовой жидкости 
здорового человека (контроль) и пациентов с выраженными клиновидными дефектами зубов. Получен-
ные данные показывают, что спектроскопия дает возможность определять концентрации и состав низко-
молекулярных органических веществ в образцах слюны, что и послужит предметом дальнейших исследо-
ваний.
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Abstract: In dentistry, the implementation of the principles metabolomics is just beginning, and obviously has 
a great future. One of the goals of metabolomics is the early diagnosis of disease at a stage when they may not 
have clinical manifestations. clinical examination of patients was carried out, men and women, aged from 18 to 
30 years. Particular attention was paid to the detection of wedge-shaped defects of teeth hard tissues at various 
stages of this disease, as well as co-factors of its occurrence. Laboratory test method was selected nuclei magnetic 
resonance spectroscopy of proton and carbon nuclear isotope sample liquid oral healthy person (control) and 
patients with severe defects tapered teeth. The data show that the spectroscopy makes it possible to determine 
the concentration and composition of the low molecular weight organic substances in samples of saliva, which 
will serve as a subject for further research.

Key words: metabolomics, dentistry, spectroscopy, saliva diagnostics.

Последние пять лет метаболомика (metabolomic, 
metabonomics) развивается особенно интен-
сивно, в  результате чего накоплен значитель-

ный теоретический, экспериментальный и клинический 
материал, осмысление и  обобщение которого пред-
ставляет исключительный интерес для практической 
медицины [15]. В стоматологии реализация принципов 
метаболомики только начинается и  имеет, очевидно, 
большое будущее. В настоящее время за рубежом опу-
бликованы результаты лишь немногих десятков иссле-
дований стоматологической направленности, из кото-
рых только несколько носят фундаментальный характер 
[11, 20, 9]. Информацией о подобных работах в области 
стоматологии в нашей стране мы не располагаем, хотя 
интерес к  метаболомическим проблемам в  медицине 
в целом так или иначе обозначен [3, 12].

Одной из целей метаболомики является ранняя диа-
гностика заболеваний на той стадии, когда они еще не 
имеют клинических проявлений. Это достигается чаще 

всего изучением спектральных характеристик биологи-
ческих жидкостей (ядерный магнитный резонанс ЯМР, 
масс-спектрометрия, ИК-спектроскопия и др.). Анализу 
подвергались кровь, желчь, спинномозговая жидкость, 
сок поджелудочной железы, моча, пот, желудочный сок, 
слюна. Причем последняя для стоматолога является, 
естественно, наиболее привлекательным объектом из-
учения не только в силу своей доступности, но и по при-
чине высокой степени информативности. Изменения 
в  составе слюны происходят параллельно с  таковыми 
в крови, поскольку многие вещества поступают из кро-
ви в  слюну трансцеллюлярными, интрацеллюлярными, 
парацеллюлярными или экстрацеллюлярными путями, 
включая различные механизмы активного или пассив-
ного транспорта [18].

История использования слюны для диагностики (по 
вкусу, вязкости, запаху) в  традиционной или народной 
медицине насчитывает более 2000 лет, и  сейчас изуче-
ние слюны предпочтительно при выявлении синдрома 
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Кушинга, болезни Аддисона [19]. Но до последнего вре-
мени слюна все же довольно редко использовалась для 
медицинского тестирования, что связано, по-видимому, 
с  ее очень сложным и  исключительно вариабельным, 
даже по сравнению с кровью, химическим составом, ко-
торый зависит от множества факторов, включая возраст, 
пол, состояние здоровья, фазу циркадного цикла, пита-
ния, эмоционального состояния, принимаемых лекарств, 
влияния окружающей среды, активного или пассивного 
курения. В составе слюны обнаружены многочисленные 
соединения, представляющие разные классы биологи-
чески активных веществ  — аминокислоты, биогенные 
амины, слюнные гормоны, в том числе стероидные, ор-
ганические кислоты, разнообразные летучие вещества 
и т. д. Слюна содержит смесь секретов, в ней присутству-
ют лейкоциты, слущенный эпителий, бактерии полости 
рта и продукты их деятельности. Всего в слюне установ-
лено порядка 1000 метаболитов (не считая 1200 белков), 
которые естественным образом находятся в  ротовой 
жидкости (около 200), и метаболитов, присутствие кото-
рых достоверно ассоциировано с  заболеваниями онко-
логическими и  сердечно-сосудистыми, вирусными ин-
фекциями, сахарным диабетом и др. [4].

Разбираться в  таком сложном переплетении орга-
нических и  неорганических, низко- и  высокомолеку-
лярных веществ стало возможным в  последние годы 
благодаря созданию мощной аналитической платфор-
мы, включающей в  себя ЯМР-спектроскопию и  масс-
спектрометрию. Тандемное применение этих методов 
с использованием соответствующей аппаратуры позво-
ляет решать исключительно сложные исследователь-
ские задачи, в  том числе и  в  автоматическом режиме, 
используя соответствующие банки данных [14].

ЯМР-спектроскопия предоставляет исследователю 
ряд преимуществ по сравнению с классическим биохи-
мическим анализом: это воспроизводимый метод выяв-
ления слюнных метаболитов в широком диапазоне без 
предварительных измерений и без/или с минимальной 
пробоподготовкой. Кроме того, спектры ЯМР дают воз-
можность количественной оценки содержания иденти-
фицированных метаболитов.

В то же время для практических целей ранней диа-
гностики нет необходимости идентифицировать все ве-
щества в составе слюны, достаточно установить устой-
чивые отличительные признаки спектров биожидкости 
здорового и  больного человека. Причем эти различия 
могут касаться как состава слюны, так и концентрации 
ее компонентов. Современные аналитические техники 
нередко позволяют работать с  нативными биожидко-
стями без их предварительной обработки. Для изучения 
мы собирали ротовую жидкость, используя в  дальней-
шем собирательный термин «слюна».

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработка подходов к метаболическому профилиро-

ванию слюны методом ЯМР 1Н и 13С, при сопоставлении 
спектров слюны здорового человека и слюны пациентов 
с клиновидными дефектами твердых тканей зубов, име-
лось в виду использование в дальнейшем метода ЯМР 
для ранней диагностики и  контроля эффективности 
проводимого лечения.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На базе кафедры кариесологии и эндодонтии МГМСУ 

им. А.И. Евдокимова было проведено клиническое об-
следование пациентов, мужчин и  женщин, в  возрасте 
от 18 до 30 лет. Особое внимание было уделено обна-
ружению клиновидных дефектов твердых тканей зубов 

на разных этапах формирования данной патологии, 
а  также сопутствующим факторам ее возникновения 
(особенностям индивидуальной гигиены полости рта, 
факторам окклюзионной перегрузки, приему кислото-
содержащих продуктов питания). В качестве материала 
лабораторного исследования была использована ро-
товая жидкость пациентов с клиновидными дефектами 
твердых тканей зубов. 

Сбор ротовой жидкости осуществлялся натощак, 
в утренние часы, путем сплевывания в стерильную ем-
кость. Пациентам были даны рекомендации воздер-
жаться от чистки зубов и  применения ополаскивателя 
полости рта непосредственно перед сбором слюны. 
Выполнение данной рекомендации было необходимо 
для того, чтобы исключить вероятность попадания ча-
стичек зубной пасты или других средств гигиены в ис-
следуемые образцы во избежание получения ложных 
результатов.

Для контроля был осуществлен сбор ротовой жидко-
сти пациентов той же возрастной группы, но без клини-
ческих признаков клиновидных дефектов твердых тка-
ней зубов. Получение образца проводилось при тех же 
условиях.

Методом лабораторного исследования была выбра-
на спектроскопия магнитного резонанса ядер прото-
нов (1Н) и ядер изотопа углерода 13С образцов ротовой 
жидкости здорового человека (контроль) и  пациентов 
с выраженными клиновидными дефектами (КД) зубов. 
Образцы слюны в калиброванных ЯМР-ампулах диаме-
тром 5  мм, заполненных на высоту 50  мм, помещали 
в датчик спектрометра ЯМР во время записи спектров. 
Спектры ЯМР записаны при температуре пробы 37

o
С 

на спектрометре Bruker «AVANCE-300» на первом эта-
пе по обычной одноимпульсной методике (програм-
ма ZG). Параметры записи спектров следующие:

∙	 резонансная частота — 300,21 МГц;
∙	 длительность импульсов возбуждения  — 4  мкс 

(30-градусный импульс);
∙	 период следования импульсов — 1 с.;
∙	 число накопления сканов — 320. 
Все химические сдвиги в миллионных долях показаны 

относительно принятых стандартов как внешних эталонов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис.  1  приведены спектры ЯМР 1Н контрольного 

образца (нижний спектр) и образца КД больного паци-
ента (верхний спектр). Спектры состоят из интенсивно-
го сигнала воды и серии слабых сигналов протонов ор-
ганической составляющей ротовой жидкости. 

Суммарная интенсивность принимается за 100%, ин-
тегральная интенсивность протонов органической со-
ставляющей контроля составляет 0,17%, а  у  больного 
пациента — 0,05%. Таким образом, содержание органи-
ческих соединений в ротовой жидкости больного оказа-
лась почти в три раза меньше концентрации в контроле. 

Сигналы в области 0–4 м.д. соответствуют СН-, СН2- 
и  СН3-группам, принадлежащим уксусной, пропионо-
вой, масляной и  некоторым минорным органическим 
кислотам. Сигналы в области 6–9 м.д. отвечают арома-
тической органике ротовой жидкости — фенилуксусной, 
фенилпропионовой кислотам, фенилаланину [20, 5].

Состав сигналов 1Н органики контроля и  КД суще-
ственно различается, особенно в  области алифати-
ческих структур. В  то же время хим. сдвиги сигнала 
воды в исследуемых образцах совпадают и составляют 
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5,0 м.д., что свидетельствует о практически одинаковой 
кислотности ротовой жидкости в обоих случаях. 

Весь пул органических веществ, входящих в  состав 
слюны, работает на ее способность осуществлять свои 
функции: пищеварительную, минерализующую, за-
щитную, регуляторную, экскреторную, буферную и т. д. 
Поэтому возможно предположить, что снижение со-
держания органического комплекса в  слюне пациента 
с  клиновидными дефектами зубов указывает на осла-
бление ее защитных свойств, приводящее к  интенси-
фикации процессов деминерализации твердых тканей 
зуба. Таким образом, снижение интегральной интен-
сивности сигналов протонов низкомолекулярных ор-
ганических соединений в  спектре ЯМР слюны может 
указывать на предрасположенность человека к заболе-
ваниям такого рода. 

На втором этапе нашей работы для повышения раз-
решающей способности спектрометра запись спектров 

ЯМР 1Н произвели в  условиях ядерной стабилизации 
резонансных условий по сигналу D2O, что позволяет 
определять типы органических молекул и оценивать их 
концентрацию в слюне. 

Для исследования органической составляющей слю-
ны пациентов были использованы пять объектов: кон-
трольный образец от здорового человека и  четыре 
образца от пациентов с  выраженными клиновидными 
дефектами зубов №№1–4. Образцы слюны помещали 
в калиброванные ЯМР-ампулы диаметром 5 мм на вы-
соту 40 мм от дна ампулы. В центр калиброванной ам-
пулы с образцом слюны помещалась ампула с внешним 
диаметром 1  мм, заполненная тяжелой водой D2O. По 
сигналу магнитного резонанса дейтронов D2O осущест-
влялась ядерная стабилизация резонансных условий 
и  настройка однородности магнитного поля спектро-
метра. Все хим. сдвиги в  м.д. в  спектрах приведены 
относительно сигнала тетраметилсилана как внешнего 
стандарта.

На рис.  2–4  представлены обзорный и  растянутые 
спектры высокого разрешения ЯМР 1Н образцов слю-
ны  — контроль, №№1–4. Спектры состоят из силь-
ного сигнала воды и  слабых сигналов органических 
молекул слюны. Интенсивность сигналов органики 
в  1000÷5000  раз меньше интенсивности сигнала воды 
слюны пациента, что соответствует данным, получен-
ным ранее.

Сигналы органики представляют собой синглеты, 
триплеты, квартеты, мультиплеты. Квартеты и триплеты 
обусловлены спин-спиновыми скалярными взаимодей-
ствиями 1Н-1Н в СН3-СН2-группах органических молекул 
слюны. 

Пронумеровав наиболее заметные сигналы в  растя-
нутых спектрах ЯМР 1Н (рис. 3 и 4), отмечаем, что сиг-
налы 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 (стандарт) и 10 имеются в спек-
трах всех пяти образцов слюны. Сигналы 3 (1,14  м.д.) 
и  8 (3,62  м.д.) обнаружены только в  образцах слюны 
контроля и №2, они соответствуют СН3- и СН2-группам 
этилового спирта. В контрольном образце этанол имеет 
меньшую концентрацию, по сравнению с образцом №2.

Мультиплеты 2 (1,02 м.д.) и 7 (2,15 м.д.) соответствуют 
СН3- и  СН2-группам пропионовой кислоты (СН3СН2СО-
ОН), синглет 6 (1,90 м.д.) отвечает СН3-группе уксусной 
кислоты (СН3СООН) и синглет 10 (8,41 м.д.) принадле-
жит СН-группе муравьиной кислоты (НСООН).

По данным литературы [20, 5, 16] слабые сигналы 1 
(0,86  м.д.) и  4 (1,60  м.д.) могут быть отнесены, соот-
ветственно, к  СН3- и  β-СН2-группам масляной кислоты 
(СН3СН2СН2СООН), сигнал 5 (1,72 м.д.) отвечает прото-
нам 2-гидроксивалериановой кислоты и лейцина. 

Таким образом, во всех пяти образцах слюны из ма-
лых органических молекул преобладают пропионовая, 
уксусная и муравьиная кислоты с разными соотношени-
ями концентраций, а все остальные представители этой 
группы соединений присутствуют в  слюне в  минорных 
количествах.

Следует отметить, что запись спектров ЯМР 1Н низ-
комолекулярной органики слюны соответствует нако-
плению слабого сигнала определяемых веществ в при-
сутствии сильного сигнала воды. Следствием этого 
является низкая чувствительность регистрации слабых 
сигналов из-за ограниченного динамического диапазо-
на по амплитуде приемной системы спектрометра ЯМР.

В этих обстоятельствах для увеличения разрешающей 
способности спектрометра целесообразно опробовать 
импульсную методику накопления сигналов органики 
с  предварительным импульсным насыщением сигнала 
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Рис. 1. Спектры ЯМР 1Н ротовой жидкости:  
1) контроль (интегральная интенсивность орга-

ники 0,17%); 2) образец КД (интегральная интен-
сивность органики 0,054%)
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Рис. 2. Обзорные спектры ЯМР 1Н (300,21 МГц). 
Спектры записывались с ядерной стабилизацией 

резонансных условий по сигналу D
2
O
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воды (программа ZGPR), так как можно ожидать, что 
эта методика способна на порядок увеличить качество 
спектров ЯМР 1Н. 

Для реализации этой методики частота спектроме-
тра ЯМР 1Н выставляется точно на сигнал воды. Под-
бирается оптимальная мощность предварительного 
насыщения сигнала воды (для спектрометра Bruker 
«AVANCE-300» эта мощность составляет 40  дБ. Далее 
запускается импульсная программа ZGPR. По этой про-
грамме включается облучение сигнала воды мощно-
стью 40 dB и в течение 1–2 с. сигнал воды насыщается. 
После такого насыщения сигнала воды образец под-
вергается облучению обычным 90-градусным импуль-
сом спектрометра, и далее приемник спектрометра ре-
гистрирует сигнал ЯМР 1Н. Затем вся эта регистрация 
повторяется (в  нашем случае 320  накоплений сканов), 
и  сигнал растет относительно шума приемника про-
порционально корню квадратному из числа накоплений 
сканов. При таком способе записи спектров остаточный 

сигнал воды оказывается соизмеримым со слабыми 
сигналами органики, что видно из рис. 5, на котором со-
поставлены спектры контрольного образца, снятые по 
двум методикам. 

Как следует из рис.  5, обзорный спектр, снятый по 
программе ZGPR, характеризуется хорошо разрешен-
ными сигналами, которые однозначно можно отнести 
к протонам уксусной и пропионовой кислот. Концентра-
ции кислот и их соотношение будут изучены в дальней-
шем как возможные маркеры изучаемой патологии.

На рис.  6  в  качестве типичного примера приведен 
растянутый спектр одного из образцов слюны пациента 
с выраженной патологией, снятый по программе ZGPR. 
Помимо уже упомянутых, в  спектре обнаруживаются 
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Рис. 6. Растянутый спектр ЯМР 1Н (300,21 МГц) 
образца №4, записанный по одноимпульсной ме-
тодике с предварительным насыщением сигнала 

воды (программа ZGPR)
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Рис. 3. Растянутые спектры ЯМР 1Н (300,21 МГц). 
Спектры записывались с ядерной стабилизацией 

резонансных условий по сигналу D
2
O
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Рис. 5. Обзорные спектры ЯМР 1Н (300,21 МГц) 
снизу вверх. 1) кон-трольный образец, запи-

санный по обычной одноимпульсной методике 
(программа ZG); 2) контрольный образец, за-

писанный по одноимпульсной методике с пред-
варительным насыщением сигнала воды (про-

грамма ZGPR). Спектры записывались с ядерной 
стабилизацией резонансных условий по сигналу 
D

2
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Рис. 4. Растянутые спектры ЯМР 1Н (300,21 МГц). 
Спектры записывались с ядерной стабилизацией 
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сигналы, которые могут быть отнесены к протонам хо-
лина, лейцина, производных валериановой и  изовале-
риановой кислот, изомасляной кислоты. 

Во всех рассмотренных спектрах отмечается домини-
рующее присутствие уксусной, пропионовой, масляной 
кислот, что соответствует данным литературы [20]. Уве-
личению концентрации органических кислот способ-
ствует усиление метаболизма глюкозы или активизация 
метаболической деятельности оральной микрофлоры, 
например, Streptococcus mutans или Veillonella. Мас-
ляная кислота интенсивно производится патогенным 
микроорганизмом Porphyromonas gingivalis, обитаю-
щим в  поддесневой борозде полости рта [10]. Связь 
между рН слюны, то есть уровнем продукции органиче-
ских кислот в ротовой полости, и повышенной эрозией 
эмали, а также коррозией стоматологических металли-
ческих конструкций показана в многочисленных фунда-
ментальных исследованиях [13, 8, 1].

Таким образом, полученные нами данные позволяют 
прийти к  выводу, что ЯМР 1Н-спектроскопия является 
аналитическим методом, дающим возможность на ос-
новании исследования ротовой жидкости без предва-
рительной подготовки получать обширную информацию 
о качественном и количественном низкомолекулярном 
составе слюны. Наиболее простая методика (програм-
ма ZG) позволяет оценить интегральную интенсивность 
сигналов протонов молекул органической фазы слюны, 
в то время как программа ZGPR дает возможность иден-
тифицировать мажорные соединения органического 
пула и определить их концентрации.

Альтернативой протонному магнитному резонансу 
является спектроскопия на ядрах 13С. В целом преиму-
щества этого метода часто омрачаются его принци-
пиально низкой чувствительностью  — содержание 13С 
в природных объектах составляет только 1,1% от содер-
жания 12С, чувствительность резонанса 13С примерно 
в 60 раз меньше чувствительности протонного резонан-
са, а время релаксации для 13С больше, чем для 1Н. В то 
же время эти минусы легко преодолеваются как за счет 
увеличения количества исследуемого образца, так и за 
счет импульсного фурье-преобразования [2]. Это об-
стоятельство чрезвычайно привлекательно для иссле-
дователя биологических субстратов, поскольку именно 
углерод составляет основу наиболее значимых в биоло-

гическом отношении молекул, а 13C ЯМР предполагает 
прямое измерение этих соединений. Спектроскопия 
13C ЯМР имеет ряд преимуществ по сравнению с  1Н, 
а  именно: значительная дисперсия химического сдви-
га, хорошо разрешенные синглеты спектров, опреде-
ление четвертичных атомов углерода, прямое указание 
на углеродную основу структуры большинства метабо-
литов. Для исследования метаболомики эти преимуще-
ства являются весьма существенными, и  в  настоящее 
время в  печати только начинают появляться первые 
работы, посвященные применению спектроскопии 13C 
ЯМР для анализа биологических объектов, в том числе 
и слюны [6, 7, 17].

На рис. 7 приведены обзорные спектры ЯМР 13С с ши-
рокополосным подавлением протонов контрольного 
образца слюны и  два образца №1  и №2  от пациентов 
с  выраженными клиновидными дефектами зубов; наи-
более сильные сигналы на спектрах пронумерованы. 

Синглеты 2  и  5  атомов углерода 13С соответствуют 
СН3- и  СН2-группам молекул этилового спирта, при-
чем из спектров следует, что этиловый спирт имеется 
только в контрольном образце (меньшая концентрация) 
и образце № 2.

Синглеты 1  и  4  атомов углерода 13С соответствуют 
СН3- и СН2-группам пропионовой кислоты, синглет 3 со-
ответствует СН3-группе уксусной кислоты, а  синглет 
6 соответствует СН-группе муравьиной кислоты. Спек-
тры ЯМР 13С показывают, что во всех трех измеренных 
образцах слюны имеются пропионовая, уксусная и му-
равьиная кислоты с  разными соотношениями концен-
траций.

Таким образом, практически выводы по анализу орга-
ники из спектров ЯМР 13С и 1Н совпадают. Следует ука-
зать на то обстоятельство, что спектр ЯМР 1Н органики 
слюны получается в течение получаса накоплений сиг-
налов, а для формирования спектра ЯМР 13С требуются 
24 часа накопления сигналов. То есть временные затра-
ты по записи спектров ЯМР 13С на порядок превышают 
временные затраты по записи спектров ЯМР 1Н.

Выполненное исследование вносит вклад в  соз-
дание платформы для дальнейших работ по ЯМР-
спектроскопии ротовой жидкости в  целях ранней диа-
гностики и  обнаружения биомаркеров разнообразных 
стоматологических заболеваний, в  том числе невос-
палительного генеза. Полученные данные показыва-
ют, что спектроскопия ЯМР 1Н и  13С дает возможность 
определять концентрации и состав низкомолекулярных 
органических веществ в  образцах слюны, что и  послу-
жит предметом дальнейших исследований. Кроме того, 
предполагается осуществление спектроскопии слюны 
на ядрах 31Р и 19F.

Излишне говорить, что установление надежной вза-
имосвязи между особенностями метаболического 
профиля слюны и  патологическими отклонениями ор-
ганизма представляет собой очень сложную, но и бла-
годарную задачу.

Поступила 13.09.2016
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Рис. 7. Обзорные спектры ЯМР 13С с широкопо-
лосным подавлением протонов образцов слюны 
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