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КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА ФЕРМЕНТОВ РОТОВОЙ 

ЖИДКОСТИ У БОЛЬНЫХ С ПАРОДОНТИТАМИ РАЗЛИЧНОЙ 
СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ 

Василиадис Р.А., Бельская Н.А., Вайнер Г.Б., Денисова С.Г., Бородулин В.Б.
ГБОУ ВПО «Саратовский ГМУ им. В.И. Разумовского» Минздрава России , 

Саратов, e-mail: Roman_vasiliadis@mail.ru

В результате проведенного исследования обнаружены изменения активности, скорости ферментатив-
ной реакции и величины константы Михаэлиса для ферментов амилазы, щелочной фосфатазы (ЩФ) и лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ) ротовой жидкости у больных с пародонтитом различной степени тяжести. В ис-
следованиях in vitro установлено снижение активности амилазы на фоне увеличения активности ферментов 
ЛДГ и ЩФ. Для диагностики степени воспалительного процесса предложено использовать соотношение 
активности, скорости ферментативной реакции и изменение величины константы Михаэлиса для ферментов 
ЛДГ/амилаза и ЩФ/амилаза. Соотношение ЛДГ/амилаза увеличивалось прямо пропорционально степени 
повреждения пародонта. Показатель ЩФ/амилаза также возрастал при сравнении результатов, полученных 
при интактном пародонте с результатами, наблюдаемыми при пародонтитах первой, второй и третьей сте-
пеней тяжести. 
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As a result of the undertaken investigation we uncovered changes of activity and speed of enzymatic reaction 
and the value of Michaelis’s constant for amylase enzymes, alkaline phosphatase (AP) and lactate dehydrogenase 
(LDH) of oral fl uid in patients with varying severity of periodontitis. We defi ned the decreasing activity of amylase 
at the time of the increasing activity of LDH and AP enzymes in vitro. In order to diagnosticate the infl ammatory 
process level we suggested using correlation of activity and speed of enzymatic reaction and change of the value 
of Michaelis’s constant for LDH/ amylase and AP/ amylase enzymes. The LDH/amylase ratio was on the increase 
in proportion to the periodont’s impairment degree. The same results were established for AP/ amylase ratio as 
compared their indexes (listed above), derived in the intact periodont with corresponding date in periodontitis of the 
fi rst, second and third severity degree. 
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Распространенность воспалительных 
заболеваний пародонта среди взрослого 
и детского населения Российской Федера-
ции остается довольно высокой, несмотря 
на большое количество научных иссле-
дований и методов лечения [1, 2]. Одним 
из ведущих факторов в этиологии и пато-
генезе заболеваний пародонта является 
микробная флора полости рта. Согласно 
современным представлениям, бактери-
альная агрессия, являясь одним из иници-
альных факторов в развитии заболеваний 
пародонта, вызывает различные формы 
поражения пародонтального комплекса 
[3–5]. Полученные данные о роли анаэ-
робной и смешанной бактериальной фло-
ры в развитии заболеваний пародонта по-
зволили выделить группу так называемых 
пародонтопатогенных бактерий. Ротовая 
жидкость содержит в своем составе раз-
личные биологически активные соедине-

ния – ферменты, пептиды, метаболиты, 
гормоны, иммуноглобулины [6–8]. Измене-
ние состава ротовой жидкости происходит 
при развитии кариозного процесса, а так-
же при гингивите и различных формах 
пародонтита, что сопровождается в свою 
очередь изменением активности фермен-
тов ротовой жидкости. Оценка подобной 
активности с использованием биохимиче-
ских методов поможет более точно оце-
нить степень поражения пародонта и более 
полно мониторировать процесс лечения.

Материалы и методы исследования
Клинические методы исследования
Клинические данные регистрировали в разра-

ботанные нами формализованные истории болезни. 
При клиническом осмотре отмечали зубную формулу, 
состояние слизистой оболочки полости рта, наличие 
некариозных поражений, мягкий зубной налет, над- 
и поддесневые зубные отложения, наличие или отсут-
ствие аномалий зубов и прикуса.
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Для объективной оценки гигиенического состо-

яния полости рта и тканей пародонта в процессе на-
блюдения использовали следующий тест, пародон-
тальный индекс (ПИ).

Индекс ПИ необходим для выявления степени 
выраженности воспалительно-деструктивных из-
менений в тканях пародонта. Оценивают состояние 
пародонта у каждого зуба: 0 – нет воспаления, 1 – 
легкий гингивит, воспаление не окружает весь зуб, 
2 – гингивит, воспаление полностью окружает зуб, но 
повреждения прикрепленного эпителия нет, 6 – гин-
гивит с образованием патологического зубо-десне-
вого кармана, прикрепленный эпителий поврежден, 
жевательная функция зуба не нарушена, зуб непод-
вижен, 8 – выраженная деструкция тканей пародонта 
с потерей жевательной функции, зуб легко подвижен, 
может быть смещен. 

Интерпретация индекса: 0,1–1,5 – начальная, 
I стадия пародонтита, 1,5–4,0 – II стадия, 4,0–8,0 – 
III стадия.
Определение активности ферментов в ротовой 

жидкости: щелочной фосфатазы, 
лактатдегидрогеназы и a-амилазы

Объектом исследования являлась нестимулиро-
ванная ротовая жидкость, полученная путем сплевы-
вания. Собранная ротовая жидкость в количестве 2 мл 
использовалась для определения активности и кинети-
ческих параметров ферментов – лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ), щелочной фосфатазы (ЩФ) и амилазы.

В работе использовали набор жидких реагентов, 
готовых к определению активности щелочной фосфа-
тазы, ЛДГ и a-амилазы в ротовой жидкости. Произво-
дитель ЗАО «Диакон». 

Данная часть исследования проводилась с помо-
щью готового набора химических реагентов и биохи-
мического анализатора «Hospitex», Швейцария. Для 
получения разведений образцов ротовой жидкости 
использовали бидистиллированную воду. 

Щелочную фосфатазу определяли по методу 
W. Kubler, 1973. Щелочная фосфатаза катализиру-
ет реакцию гидролиза нитрофенилфосфата с об-
разованием эквимолярного количества нитрофенола 
и фосфата. Скорость образования нитрофенола прямо 
пропорциональна активности щелочной фосфатазы 
и измеряется фотометрически при длине волны 405 нм.

Амилазу определяли по методу В.А. Ткачук и со-
авт., 2002. Использовали колориметрический фермен-
тативный анализ. Субстратом является 4,6-этилен-ни-
трофенил-мальтогептозид. Метод основан на полной 
переработке всех нитрофенилолигомальтозидов – 
продуктов амилазной активности Анализ дает сум-
марную амилазную активность (все изоферменты).

Активность лактатдегидрогеназы определяли 
по методу D. Weissar, 1975. Принципом определения 
активности лактатдегидрогеназы является ультра-
фиолетовый метод. Пируват превращается в лак-
тат с одновременным окислением НАДН. Скорость 
уменьшения экстинкции при 340 нм, связанная 
с окислением НАДН, прямо пропорциональна актив-
ности ЛДГ в пробе.

Определение скорости и константы 
Михаэлиса – Ментен ферментативной реакции

Скорость реакции определяется как количество 
вещества, превращенного (образовавшегося или рас-
павшегося) в единицу времени. Она является функ-
цией концентраций участвующих в реакции веществ, 
которые непрерывно меняются по мере протекания 
реакции. Поэтому однозначное определение скоро-

сти реакции может быть дано только в случае если 
конечное изменение количества вещества в единицу 
времени заменить на дифференциальную разность, 
относящуюся к бесконечно малому времени dt. Ко-
личество превращенных веществ обычно выражают 
в виде изменения объемной концентрации с.

Результаты исследования 
и их обсуждение

В результате проведенного исследо-
вания обнаружены изменения активности 
ферментов (амилаза, ЩФ, ЛДГ) ротовой 
жидкости у пациентов с пародонтитом раз-
личной степени, в исследованиях in vitro 
установлено снижение активности амилазы 
на фоне увеличения активности ферментов 
ЛДГ и ЩФ (табл. 1, рис. 1). 

При разработке прогностического коэф-
фициента активности ЛДГ/амилаза и оцен-
ке его значения для диагностики пародон-
тита на различных его стадиях следует 
обратить внимание на то, что концентрация 
ионов водорода будет находиться в прямой 
зависимости от активности ЛДГ (в процес-
се метаболизма глюкозы происходит уве-
личение концентрации лактата в ротовой 
жидкости), в то время как активность ами-
лазы слюны будет находиться в обратной 
зависимости от концентрации ионов водо-
рода и снижается при уменьшении значе-
ний рН меньше 6,8. Анализ проведенных 
исследований показал, что в контроле (при 
интактном пародонте) данный показатель 
составляет 2,83 безразмерных единиц, на 
1 стадии пародонтита индекс составил 
3,30 безразмерных единиц, на 2 стадии па-
родонтита – 4,85 и на 3 стадии пародонтита 
6,10 безразмерных единиц активности. Уве-
личение индекса активности ЛДГ/амилаза 
для пародонтита 3 степени по сравнению 
с показателем интактного пародонта проис-
ходит в 2,2 раза.

Кроме показателя ЛДГ/амилаза можно 
использовать и показатель ЩФ/амилаза, 
так как активность ЩФ будет в большей 
степени определяться количеством бакте-
риальных клеток в ротовой жидкости и, 
следовательно, процессы закисления сре-
ды также будут обратно пропорциональ-
но коррелировать с активностью амилазы 
слюны. Анализ проведенных исследований 
показал, что в контроле (при интактном 
пародонте) данный показатель составля-
ет 0,32 безразмерных единиц, на 1 стадии 
пародонтита индекс составил 0,38 безраз-
мерных единиц, на 2 стадии пародонтита – 
0,52 и на 3 стадии пародонтита – 0,66 без-
размерных единиц активности.

Увеличение индекса активности ЩФ/ами-
лаза для пародонтита 3 степени по сравне-
нию с показателем интактного пародонта 
происходит в 2 раза.
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Таблица 1
Изменение активности ферментов ротовой жидкости у пациентов с интактным 
пародонтом и при пародонтитах различной степени тяжести (in vitro) (ЕД/л)

Амилаза
M ± m

ЛДГ
M ± m

ЩФ
M ± m

Интактный пародонт 68 ± 2,3 193,0 ± 7,3 22 ± 1,3
Пародонтит 1 степени 63 ± 3,1 207,2 ± 8,2 * 24 ± 1,2
Пародонтит 2 степени 48 ± 3,5** 233,0 ± 8,8** 25 ± 1,7*
Пародонтит 3 степени 41 ± 2,0** 250,6 ± 11,6** 27 ± 1,2**

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность при сравнении активности ферментов ротовой жидкости 
у пациентов с интактным пародонтом в сравнении с активностью ферментов при пародонтитах раз-
личной степени тяжести р > 0,05; * – р < 0,05; ** – p < 0,01.

Рис. 1. Изменение активности ферментов ротовой жидкости у пациентов с интактным 
пародонтом в сравнении с активностью ферментов при пародонтитах 

различной степени тяжести (in vitro)

Таким образом, для диагностики степени 
воспалительного процесса можно исполь-
зовать соотношение активности ферментов 
ЛДГ и амилазы, а также ЩФ и амилазы.

Анализ проведенных исследований по-
казал, что в контроле (при интактном паро-
донте) показатель скорости биохимической 
реакции для индекса ЛДГ/амилаза состав-
ляет 2,2 безразмерных единиц, на 1 стадии 
пародонтита индекс составил 3,40 безраз-
мерных единиц, на 2 стадии пародонти-
та – 5,3 и на 3 стадии пародонтита 7,0 без-
размерных единиц активности. Увеличение 
индекса скорости биохимической реакции 
ЛДГ\амилаза для пародонтита 3 степени по 
сравнению с показателем интактного паро-
донта происходит в 3 раза. 

Кроме показателя ЛДГ\амилаза можно 
использовать и показатель ЩФ/амилаза, так 
как активность ЩФ будет в большей степени 

определяться количеством бактериальных 
клеток в ротовой жидкости и, следователь-
но, процессы закисления среды также будут 
обратно пропорционально коррелировать 
с активностью амилазы слюны. Анализ про-
веденных исследований показал, что в кон-
троле (при интактном пародонте) данный 
показатель составляет 1,3 безразмерных 
единиц, на 1 стадии пародонтита индекс со-
ставил 2,7 безразмерных единиц, на 2 стадии 
пародонтита – 4,0 и на 3 стадии пародонтита 
5,0 безразмерных единиц активности.

Увеличение индекса скорости биохими-
ческой реакции ЩФ\амилаза для пародон-
тита 3 степени по сравнению с показателем 
интактного пародонта происходит в 4 раза.

Таким образом, для диагностики степени 
воспалительного процесса можно использо-
вать соотношение скоростей реакций фермен-
тов ЛДГ и амилазы, а также ЩФ и амилазы.
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Таблица 2
Изменение скорости биохимической реакции ферментов ротовой жидкости с интактным 

пародонтом и пародонтитом различной степени тяжести in vitro (М/л∙с)

Амилаза
M ± m

ЛДГ
M ± m

ЩФ
M ± m

Интактный пародонт 24 ± 2,2 53 ± 4,5 32 ± 2,4

Пародонтит 1 степени 22 ± 1,2 74 ± 6,5** 58 ± 3,3**

Пародонтит 2 степени 18 ± 1,4* 96 ± 5,4** 74 ± 5,4**

Пародонтит 3 степени 16 ± 1,1** 110 ± 7,3** 81 ± 4,2**

П р и м е ч а н и е . * – достоверность при сравнении скорости реакции ферментов ротовой 
жидкости у больных с кариесом р > 0,05; * – р < 0,05; ** – p < 0,01.

Рис. 2. Изменение скорости биохимической реакции ферментов ротовой жидкости у пациентов 
с интактным пародонтом в сравнении со скоростью ферментов 

при пародонтитах различной степени тяжести (in vitro)

Проведенные исследования показали, 
что в контроле (при интактном пародонте) 
показатель – константа Михаэлиса – со-
ставляет 0,24 безразмерных единиц, на 
1 стадии пародонтита индекс составил 0,30 
безразмерных единиц, на 2 стадии паро-
донтита – 0,40 и на 3 стадии пародонтита 
0,43 безразмерных единиц активности. Уве-
личение индекса для константы Михаэлиса 
ЛДГ/амилаза для пародонтита 3 степени по 
сравнению с показателем интактного паро-
донта происходит в 2 раза. 

Кроме показателя ЛДГ\амилаза можно 
использовать и показатель ЩФ/амилаза, 
так как активность ЩФ будет в большей 
степени определяться количеством бакте-

риальных клеток в ротовой жидкости и, 
следовательно, процессы закисления среды 
также будут обратно пропорционально кор-
релировать с активностью амилазы слюны. 
Анализ проведенных исследований показал, 
что в контроле (при интактном пародонте) 
данный показатель составляет 0,46 безраз-
мерных единиц, на 1 стадии пародонтита 
индекс составил 0,52 безразмерных единиц, 
на 2 стадии пародонтита – 0,72 и на 3 ста-
дии пародонтита 0,88 безразмерных единиц 
активности.

Увеличение индекса для константы Ми-
хаэлиса ЩФ/амилаза для пародонтита 3 сте-
пени по сравнению с показателем интактно-
го пародонта происходит примерно в 2 раза.
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Таблица 3
Изменение константы Михаэлиса (Km) ферментов ротовой жидкости с интактным 

пародонтом и у больных пародонтитом с различной степенью тяжести in vitro (10–3 М)

Амилаза
M ± m

ЛДГ
M ± m

ЩФ
M ± m

Интактный пародонт 5,8 ± 0,2 1,4 ± 0,04 2,7 ± 0,03

Пародонтит 1 степени 6,1 ± 0,1 1,8 ± 0,03* 3,2 ± 0,02*

Пародонтит 2 степени 6,5 ± 0,3* 2,6 ± 0,04** 4,8 ± 0,03**

Пародонтит 3 степени 6,7 ± 0,4** 2,9 ± 0,05** 5,9 ± 0,05**

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность при сравнении скорости реакции ферментов ротовой 
жидкости у больных с кариесом р > 0,05; * – р < 0,05; ** – p < 0,01.

Рис. 3. Изменение константы Михаэлиса ферментов ротовой жидкости у пациентов 
с интактным пародонтом в сравнении с константой Михаэлиса ферментов 

при пародонтитах различной степени тяжести (in vitro)

Заключение
В исследованиях in vitro установлено 

снижение активности амилазы на фоне уве-
личения активности ферментов ЛДГ и ЩФ. 
Для диагностики степени воспалительного 
процесса предложено использовать соот-
ношение активности, скорости фермен-
тативной реакции и изменение величины 
константы Михаэлиса для ферментов ЛДГ\
амилаза и ЩФ\амилаза. Использование 
индексов ферментов в диагностике стадий 
пародонтита позволит более точно прогно-
зировать развитие патологического процес-
са в пародонте и назначить своевременное 
лечение этого заболевания.
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