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Элементы, присутствующие в организме чело-
века, принято разделять в зависимости от их воз-
действия на эссенциальные и токсичные [1]. Од-
нако эссенциальные элементы при повышенном
поступлении также могут проявлять токсическое
действие. Определение как микроэлементного ба-
ланса, так и содержания отдельных элементов в раз-
личных биологических объектах может быть ис-
пользовано при мониторинге состояния организма,
оценке влияния окружающей среды, диагностиро-
вании заболеваний [2, 3]. Для биомониторинга тра-
диционными биожидкостями являются кровь (и ее
компоненты) и моча. Однако в последнее время
возрастает интерес к слюне как биообразцу, благо-
даря ряду преимуществ ее использования [2, 4].
Естественно, что правильность получаемых резуль-
татов и корректность их интерпретации, зависящие
в том числе от манипуляций с пробами, являются
одними из актуальных вопросов при использова-
нии этого биосубстрата [5].

В настоящее время представлено множество
данных о влиянии циркадного ритма, различных
форм стимуляции, продолжительности пробоот-
бора, приема пищи и курения на результаты ана-
лиза слюны [5–14]. Однако хорошо изучен лишь
случай определения органических веществ в слю-
не. При изучении влияния циркадного ритма на
содержание гистамина и мочевой кислоты в чело-
веческой слюне установлены акрофазы в 6 и 18 ч,

согласующиеся с максимальным слюноотделени-
ем у людей в данные промежутки времени [6].
При определении концентраций ряда неоргани-
ческих электролитов, белков и углеводов выявле-
ны ритмы, описываемые синусоидальной кривой
с 24-часовым периодом [7]. Концентрация гор-
мона прогестерона выше в утренние часы, чем в
вечерние [8].

Искусственная стимуляция слюноотделения
также может сказываться на концентрации ком-
понентов слюны. В частности, при стимуляции
лимонной кислотой выделения слюны околоуш-
ными железами установлено, что содержание
кальция(II) во флюиде существенно изменяется
по отношению к содержанию элемента в нести-
мулированной слюне [7]. В то же время стимуля-
ция лимонной кислотой и глицерином не влияет
на изменение уровня кортизола [9]. Прием пищи
и курение могут влиять на состав слюны из-за
краткосрочных физиологических изменений в
работе слюнных желез. Известно, что содержание
гормона грелина после выкуривания одной сига-
реты значимо снижается во флюиде [10].

При анализе биологических жидкостей доста-
точно часто этапы отбора образцов и их анализа
разделены во времени. В этих случаях пробы слю-
ны обычно центрифугируют (с целью удаления
клеточного дебриса, муцини и других крупных
молекул и частиц [11]) и/или замораживают.
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Установлено, что каждый из этих этапов оказыва-
ет влияние по получаемые результаты, например,
хранение слюны при отрицательных температу-
рах значительно увеличивает погрешность опре-
деления концентраций ряда гормонов [12, 13],
аналогичное явление имеет место и при центри-
фугировании [14]. При определении макро- и
микроэлементов в слюне также обнаружено
уменьшение их концентраций при предваритель-
ном центрифугировании и замораживании об-
разцов [5]. Однако вопрос совместного влияния
этих процессов остается малоизученным.

Исследования, указывающие на существенное
влияние процедур пробоотбора и пробоподготов-
ки слюны человека и внешних факторов на ре-
зультаты анализа, подтверждают важность этого
этапа. При этом в большинстве исследований
установлено влияние перечисленных выше фак-
торов на содержание органических веществ в об-
разце, для случая же определения микроэлемен-
тов представлено малое количество данных.

Цель работы состояла в установлении влияния
особенностей отбора и хранения образцов слюны
на результаты последующего определения макро-
и микроэлементов с использованием высокочув-
ствительного метода атомно-эмиссионной спек-
трометрии с возбуждением спектра сухого остат-
ка пробы с торца угольного электрода в дуговом
разряде переменного тока [15, 16].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Отбор проб. Все доноры образцов были заранее

предупреждены о дате отбора и кратко проин-
структированы по предстоящей методике отбора
проб. Образцы отбирали в течение единого 2-ча-
сового интервала времени, чтобы свести к мини-
муму возможные циркадные изменения микро-
элементного состава слюны (за исключением
эксперимента по выявлению влияния циркадного
ритма). Волонтеры перед отбором проб не прини-
мали пищи в течение не менее 1.5 ч и воздержива-
лись от курения (если это было необходимо) в тече-
ние 0.5 ч для предотвращения влияния данных фак-
торов на результаты анализа (за исключением
эксперимента по выявлению влияния курения).
Непосредственно перед отбором слюны волонтеры
ополаскивали ротовую полость деионизованной
водой. Слюну, образовавшуюся в течение первой
минуты, сплевывали и не использовали для анали-
за. Далее волонтерам были предоставлены стеклян-
ные стаканчики, в которые посредством сплевыва-
ния набиралось около 2 мл образца слюны. В сред-
нем этот процесс занимал от 5 до 15 мин (в редких
случаях доходил до 0.5 ч). Образцы слюны соби-
рали без какой-либо стимуляции ее выделения
(за исключением эксперимента по выявлению
влияния стимуляции). После отбора все образцы
были зашифрованы и анонимизированы.

Схема анализа. Для определения концентра-
ций элементов использовали схему атомно-эмис-
сионного цифрового спектрографического ана-
лиза малых объемов жидких проб с возбуждением
спектра сухого остатка пробы с торца угольного
электрода в дуге переменного тока [15, 16]. Досто-
инством этой методики является существенно
меньшая стоимость используемого оборудования и
расходных материалов по сравнению с методами
масс-спектрометрии и атомно-эмиссионной спек-
трометрии (АЭС) с индуктивно связанной плазмой,
а также нивелирование влияния биоосновы на пра-
вильность анализа. Исследования выполняли на
установке МФС-8 (ЛОМО, Санкт-Петербург, Рос-
сия) с шириной входной щели спектрографа 50 мкм
для увеличения интенсивности регистрируемых
аналитических линий [17, 18]. В качестве детектора
использовали многоканальный анализатор эмисси-
онных спектров МАЭС (ВМК-Оптоэлектроника,
Новосибирск, Россия), который регистрирует
спектр в интервале 197-343 нм [19, 20]. Спектраль-
ные данные обрабатывали с помощью программы
“Атом” [21]. Электропитание дугового разряда
осуществляли от генератора ИВС-28 (АОМЗ,
Азов, Россия) при силе тока 20 А в течение 20 с. В
качестве аналитического сигнала использовали
интегральную по всему контуру спектральной ли-
нии и суммарную по времени полной экспозиции
интенсивность с учетом фонового излучения и
контрольного опыта [22]. Концентрации опреде-
ляли по градуировочным зависимостям, установ-
ленным по стандартным водным растворам эле-
ментов (MerckKGaA, Дармштадт, Германия).
Стабильность градуировочной характеристики
контролировали с помощью двух стандартных
растворов с концентрациями на различных участ-
ках рабочего диапазона, которые анализировали
вместе с пробами слюны. Отличие эксперимен-
тально определенной концентрации от известно-
го значения не превышало погрешность методи-
ки. Пробы слюны объемом 150 мкл (15 капель по
10 мкл) последовательно наносили на торец
угольных электродов марки “Искра”, класс F
(Карботэк, Москва, Россия), предварительно
подготовленных в соответствии с методикой, и
выпаривали под инфракрасной лампой. С образ-
цами слюны перед нанесением их проб на элек-
троды не проводили никаких манипуляций, т.е.
анализировали цельную только что отобранную
слюну (за исключением эксперимента по выявле-
нию совместного влияния центрифугирования и
замораживания). Далее для нивелирования мат-
ричного влияния на торец электродов наносили
150 мкг NaCl ос. ч. (Merck KGaA, Дармштадт,
Германия) в виде 10 мкл водного раствора с кон-
центрацией 15 г/л, который также выпаривали
под инфракрасной лампой. Анализировали по 9
параллельных проб каждого образца. Проверка
правильности путем сравнительного анализа од-
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ного образца напрямую по описанной схеме и ме-
тодом АЭС с индуктивно связанной плазмой по-
сле кислотной минерализации, а также путем
анализа одного образца с различным наносимым
на торец электрода объемом пробы (аналогично
[23, 24]), подтвердила отсутствие влияния макро-
состава биопроб на результаты анализа (табл. 1).
При формулировании выводов относительно
значимости влияния какого-либо фактора на ре-
зультаты определения микроэлементного состава
слюны попарно сравнивали получаемые средние
значения концентраций (с помощью t-критерия
значимости, p < 0.05) и их дисперсии (с помощью
критерия Фишера, p < 0.05) для каждого определя-
емого элемента и каждого фактора влияния. В слу-
чае, если для рассматриваемого фактора сравни-
ваемые концентрации были равнорассеянными,
а их средние значения различались незначимо,
делали вывод о незначимости данного фактора, в
противном случае считали, что влияние фактора
на определяемые концентрации значимо [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние циркадного ритма. Для выявления
влияния циркадного ритма на содержание эле-
ментов в слюне отбирали образцы у 5 доноров в те-
чение дня с 10 до 18 ч с интервалом в 2 ч. При обра-
ботке данных получили две группы определяемых
элементов. Для первой группы (Al, Cr, Cu, Fe, Mg,

Mn, Pb, Si, Ti, Zn) характерно снижение содержа-
ния элементов во флюиде с последующим выхо-
дом на постоянное значение в течение указанного
временного интервала, что проиллюстрирует рис. 1.
Во вторую группу элементов, содержание которых
не изменяется в течение дня, входят Ca и P.

Исходя из полученных данных, можно заклю-
чить, что при использовании слюны в качестве
объекта для клинической диагностики при опре-
делении микроэлементов необходимо учитывать
изменение состава в течение дня. Принимая во

Таблица 1. Концентрации некоторых элементов в одном образце слюны при различном объеме V пробы, нане-
сенном на электрод (n = 9, P = 0.95)

Элемент V, мл c, мг/л Элемент V, мл c, мг/л

Al 0.10 0.10 ± 0.02 Mn 0.10 0.047 ± 0.005
0.15 0.09 ± 0.02 0.15 0.048 ± 0.005
0.20 0.11 ± 0.02 0.20 0.050 ± 0.006

Ca 0.10 210 ± 10 P 0.10 270 ± 20
0.15 220 ± 10 0.15 250 ± 20
0.20 220 ± 10 0.20 260 ± 20

Cr 0.10 0.063 ± 0.006 Pb 0.10 <0.018
0.15 0.057 ± 0.006 0.15 0.012 ± 0.002
0.20 0.056 ± 0.005 0.20 0.012 ± 0.002

Cu 0.10 0.037 ± 0.004 Si 0.10 1.8 ± 0.2
0.15 0.035 ± 0.004 0.15 1.7 ± 0.2
0.20 0.039 ± 0.005 0.20 1.9 ± 0.2

Fe 0.10 0.42 ± 0.05 Ti 0.10 0.093 ± 0.012
0.15 0.39 ± 0.04 0.15 0.092 ± 0.011
0.20 0.40 ± 0.05 0.20 0.094 ± 0.010

Mg 0.10 21 ± 1 Zn 0.10 0.19 ± 0.02
0.15 19 ± 1 0.15 0.18 ± 0.02
0.20 20 ± 1 0.20 0.17 ± 0.02

Рис. 1. Изменение содержания хрома (1) и меди (2)
при отборе проб слюны в различные промежутки вре-
мени t в течение дня.
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внимание, что ко второй половине дня (после 15 ч)
содержание микроэлементов в слюне выходит на
постоянное значение, оптимальным временем
для отбора образцов можно считать именно этот
период (аналогично определению органических
компонентов [7]). В случае необходимости осу-
ществления пробоотбора в другое время следует
использовать минимальный по длительности и
жестко фиксированный временной интервал.

Влияние стимуляции слюноотделения. Стиму-
ляция слюноотделения позволяет значительно со-
кратить продолжительность пробоотбора, однако,
как отмечено выше, она может влиять на содержа-
ние различных веществ в образце. Для выявления
степени влияния различных видов стимуляции от
5 различных доноров отобрали по 4 пробы посред-
ством 1) свободного стекания (отсутствие механи-
ческой стимуляции, естественное слюноотделе-
ние), 2) сплевывания по мере накапливания (не-
значительная механическая стимуляция при
работе челюстных мышц), 3) жевания стерильной
ваты (интенсивная механическая стимуляция
при полной работе челюстных мышц), 4) воздей-
ствия лимонной кислотой на слизистые оболочки
полости рта (химическая стимуляция). Все 4 про-
бы у одного донора согласно рекомендациям [5]
отбирали с интервалом не менее 15 мин. Установ-
лено, что содержания исследуемых элементов в
слюне при стекании и сплевывании одинаковы,

при стимуляции жеванием получаются результа-
ты, близкие к стеканию только для ряда элемен-
тов, воздействие лимонной кислотой давало наи-
меньшие результаты для большинства элементов
(рис. 2). Подобные данные свидетельствуют о
том, что сплевывание следует использовать как
основной метод пробоотбора, так как он занима-
ет меньше времени, чем стекание, и позволяет
получить представительный образец (идентич-
ный по содержанию микроэлементов образцу,
получаемому при естественном стекании).

Влияние курения. При изучении влияния куре-
ния на содержание элементов в слюне отобрали по
3 пробы (до, сразу после и через час после курения
сигарет) от 4 различных доноров. При сравнении
получаемых концентраций элементов в данных
пробах не выявили значимого различия (в преде-
лах погрешности метода), что свидетельствует о
незначимости этого фактора на результаты ана-
лиза.

Влияние центрифугирования и замораживания
проб. Ранее при определении макро- и микроэле-
ментов в слюне выявлено уменьшение их концен-
траций при предварительном центрифугировании
и замораживании образцов [5]. В связи с этим пред-
ставляло интерес изучение совместного действия
данных факторов. Для этого отобрали пробы от 7
различных доноров. Каждый образец разделили на
две части, первую анализировали сразу же после

Рис. 2. Содержание кремния (слева) и железа (справа) в пробе слюны при отборе методами стекания, сплевывания, воз-
действия лимонной кислотой и жевания.
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центрифугирования, вторую − после центрифуги-
рования сохраняли при –10°С в течение несколь-
ких дней, после чего размораживали и анализиро-
вали. При сравнении результатов анализа данных
проб выделили две группы элементов по степени
изменения их содержания. Первая группа – Al, Cr,
Cu, Mn, Si, Ti, содержание которых в супернатанте
не изменяется (в пределах погрешности метода)
при хранении в замороженном виде. Вторая груп-
па – Ca, Fe, P и Pb, для которых наблюдается зна-
чительное снижение их содержания в суперна-
танте после хранения в замороженном виде по
сравнению со свежеполученным супернатантом
(на рис. 3 для примера представлены результаты
определения кальция). Третья группа – Mg и Zn,
для которых не удалось выявить четкую зависи-
мость, т.е. зафиксировали как уменьшение, так и
неизменность содержания микроэлементов в об-
разцах супернатантов. Поскольку снижение со-
держания макро- и микроэлементов (Ca, Fe, P,
Pb, Mg, Zn), отмеченное при замораживании су-
пернатанта слюны, имело место и при заморажи-
вании образцов цельной слюны, основной при-
чиной такого результата скорее всего является
именно способ консервации пробы.

* * *
Таким образом, показано, что циркадный

ритм значимо влияет на концентрации макро- и
микроэлементов в образцах слюны. Различные
виды стимуляции слюноотделения, включая ме-
ханическую и химическую, также приводят к из-
менению элементного состава получаемых проб.
Центрифугирование образцов слюны, а также их
замораживание приводят к уменьшению концен-
трации элементов в анализируемых пробах по
сравнению с исходной свежеотобранной пробой
цельной слюны. Данные факты необходимо при-
нимать во внимание при сопоставлении результа-
тов, полученных различными исследователями

при реализации разных схем пробоотбора и про-
боподготовки, поскольку в противном случае от-
сутствует возможность корректной интерпрета-
ции результатов.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 18-
33-00022 мол_а. Авторы выражают благодар-
ность ресурсному центру Научного парка СПбГУ
“Ресурсный Образовательный Центр по направле-
нию химия” и ООО “ВМК-Оптоэлектроника”, чье
оборудование было использовано при выполнении ис-
следования.
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