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ВВЕДЕНИЕ

Известен [1] способ специфической диагно-
стики лекарственной аллергии по оценке тор-
можения естественной эмиграции лейкоцитов 
in vivo, при котором после ополаскивания по-

лости рта лекарством подсчитывают количе-
ство лейкоцитов в промывной жидкости и по 
его уменьшению судят о наличии аллергии.

Предложен способ диагностики различных 
видов аллергии в реакции выброса миелопе-
роксидазы лейкоцитами крови под влияни-
ем аллергена [2, 3]. Сущность его заключается 
в том, что определяется прирост активности 
миелопероксидазы после инкубации лейкоци-
тов крови с аллергенами и центрифугирования 
этой смеси в надосадочной жидкости по интен-
сивности окраски тетраметилбензидина (ТМБ) 
на фотометре, что позволяет диагностировать 
наличие или отсутствие сенсибилизации лей-
коцитов и аллергии.

Пероксидазы ротовой жидкости (РЖ). Су-
ществуют две основные пероксидазы РЖ: 
лактопероксидаза (ЛПО) и миелопероксидаза 
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(МПО). ЛПО продуцируется слюнными же-
лезами, в то время как МПО продуцируется 
нейтрофилами слизистой оболочки полости 
рта (СОПР). МПО также присутствует в жид-
кости зубодесневой борозды [4].

Миелопероксидаза используется в качестве 
биомаркера активации нейтрофилов, выделя-
ясь при их дегрануляции, и является наиболее 
распространенным провоспалительным фер-
ментом в азурофильных гранулах нейтрофи-
лов, что составляет около 4-6 % от их сухой 
массы [5]. В ряде исследований установлено, 
что МПО служит маркером воспаления в тка-
нях периодонта, поскольку ее уровень в РЖ 
и десневой жидкости при воспалении досто-
верно повышается [6]. Основной антибакте-
риальный эффект МПО связывают с окисле-
нием аниона хлора в присутствии перекиси 
водорода до гипохлорита, который обладает 
антибактериальным действием за счёт вызы-
ваемого оксидативного стресса. Кроме анти-
бактериального эффекта по приросту МПО, 
после инкубации лейкоцитов крови и/или РЖ 
пациента, с компонентами стоматологических 
материалов (КСМ), авторы предлагают оцени-
вать гиперчувствительность к последним [6]. 
Анализ литературы, посвященной непереноси-
мости стоматологических материалов (НСМ) 
показал, что МПО может быть потенциально 
полезным неинвазивным биомаркером оценки 
гиперчувствительности к КСМ [7, 8].

Лактопероксидаза обнаруживается в эк-
зокринных выделениях из молочных желез, 
слюнных желез, слезных путей и секреторных 
желез верхних дыхательных путей. ЛПО уча-
ствует в антимикробной защите и иммуноло-
гических защитных реакциях на поверхности 
слизистой оболочки полости рта (СОПР) [9]. 
В присутствии перекиси водорода (H2O2) ЛПО 
способна окислять тиоцианат (SCN-), который 
также секретируется из эпителиальных желез.

ЛПО принадлежит к иммунологически зна-
чимым пероксидазам гема млекопитающих. 
Фермент вносит вклад во внешние иммунные 
защиты против патогенов путем окисления 
тиоцианата (SCN-) и иодида (I-). Генерирова-
ние окисленных тиоцианатов и/или йодидов 
также важно в многочисленных биотехноло-
гических реакциях ЛПО.

ЛПО участвует в гуморальной защите СОПР. 
В частности, гидрофобные органические суб-
страты с 3,4-дигидроксифенильной частичной 
структурой значительно увеличивают (псевдо) 

галогенирующую активность ЛПО. Как и дру-
гие пероксидазы гема, содержащие железо 
ЛПО восстанавливает Н2О2 до Н2О.

Физиологическое значение активности ЛПО-
модулирующих органических соединений хо-
рошо иллюстрируется ингибирующим действи-
ем многих моно- и дисахаридов на фермент: 
L-фрук то за и L-ал ло за сильно ингибируют 
антимикробную функцию ЛПО, т. е. галогени-
рующую активность фермента [10]. Фактиче-
ски было показано, что пероральный прием 
различных сахаров оказывает заметное влия-
ние на энзиматическую активность и спектр 
продуктов ЛПО, что, в свою очередь, влияет 
на микробную нагрузку во рту, отвечающую 
за стоматологические заболевания [11]. Таким 
образом, как окисление органических соедине-
ний ЛПО, так и активирующе-модулирующее 
действие органических соединений на фермент 
влияют на патологические механизмы разви-
тия заболеваний.

ЛПО – потенциальная мишень для лекарств, 
которая не только взаимодействует с низко-
молекулярными соединениями, но также с не-
которыми молекулами органических лекарств 
[12-15]. В обоих случаях это взаимодействие 
приводит к окислению субстратов, а также 
к модуляции ферментативной активности, 
что вызывает ее патофизиологические эффек-
ты. В качестве одной из гипотез, выдвигаемых 
в данном исследовании, ЛПО –  потенциаль-
ная мишень и для других гаптенов –  КСМ, что 
может приводить к НСМ.

Таким образом, пероксидазная активность 
РЖ является комплексным показателем, по-
скольку отражает суммарную активность всех 
пероксидаз. Поэтому изучение модуляции ис-
следуемыми веществами прироста ЛПО, через 
описанные выше механизмы взаимодействия 
и выделение МПО из нейтрофилов СОПР, по-
сле контакта с КСМ, имеет важное значение 
для понимания роли каждой из них в разви-
тии НСМ.

Целью нашей работы была оценка выброса 
в РЖ МПО из нейтрофилов и ЛПО из слюнных 
желез, после орально-буккальных провокаци-
онных проб с КСМ для диагностики к ним ги-
перчувствительности у пациентов с НСМ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Проведено обследование 24 пациентов, об-
ратившихся с жалобами на НСМ в клинику 
кафедр общей стоматологии с курсом ортопе-
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дической стоматологии клинической иммуно-
логии и аллергологии с курсом ФПК и ПК УО 
«ВГМУ» в возрасте 52,7 [40; 65] года, из них 
5 мужчин и 19 женщин.

Контрольную группу составили 20 пациен-
тов, из них 3 мужчин и 17 женщин в возрасте 
55,3 лет [46; 69] лет, без жалоб на НСМ, сопо-
ставимые по полу, возрасту, типу конструкций 
и количеству зубопротезных единиц, с пациен-
тами опытной группы согласившиеся пройти 
обследование на наличие гиперчувствительно-
сти к зубопротезным материалам, перед плано-
вой заменой ортопедических конструкций.

Временной интервал между окончанием зу-
бопротезирования и появлением патологиче-
ских симптомов составил от 1 суток до 5 лет.

Клиническими проявлениями у пациентов 
опытной группы были уртикарные высыпания, 
локальный зуд и отечность, отеки губ и щек по 
типу отека Квинке с выраженным нарушением 
самочувствия и признаками нейровегетатив-
ной дисрегуляции, контактный аллергический 
стоматит, локализованный гингивит, глоссит, 
хронический рецидивирующий афтозный сто-
матит. Наиболее частым клиническим симпто-
мом явился стоматит, локализованный в обла-
сти причинных ортопедических конструкций. 
Диагноз аллергии обосновывался клиникой 
и специфическим аллергологическим обследо-
ванием в условиях специализированного ал-
лергологического отделения.

Все пациенты, включенные в исследование, 
дали и собственноручно заполнили добро-
вольное информированное согласие на уча-
стие в исследовании.

Орально-буккальный способ диагностики 
неспецифической гиперчувствительности 

и аллергии
Способ включал следующие этапы:
1. Подготовка раствора. Раствор солей ме-

таллов (РСМ) для проведения ораль но-бук-
каль ных провокационных проб (ОПП) готови-
ли в виде их смеси в равных пропорциях: никеля 
(II) хлористого (NiCl2), хрома (III) хлористого 
(CrCl3), кобальта (II) хлористого (CoCl2), меди 
(II) хлористой (CuCl2) в концентрации 0,001 % 
в забуференном физиологическом растворе.

2. Методика забора РЖ пациента. Пациент 
за сутки до тестирования не употреблял алко-
голь, продукты с кофеином, никотин, за двое 
суток –  противоаллергические лекарственные 
средства (антигистаминные, глюкокортико-

стероиды), исключал потенциально аллерген-
ные продукты и напитки. За 1 час до исследо-
вания не принимал пищу, не менее 4 часов не 
курил. Пациент ополаскивал рот водой. Затем 
пациент полоскал рот 50 мл физиологического 
раствора хлорида натрия 0,9 % в течение 3  мин. 
Раствор выплевывал. Через 15 мин РЖ в объе-
ме 1-1,5 мл собирали в две микропробирки, за-
крывали крышкой (исходная проба № 1).

3. Методика проведения ОПП выброса пе-
роксидазы лейкоцитами СОПР.  Пациент поло-
скал рот 50 мл раствора солей металлов 3  мин 
и выплевывал. Через 15 мин РЖ в объеме 
1-1,5 мл собирали в микропробирки закрывали 
крышкой (проба № 2). Образцы РЖ (1-1,5 мл) 
центрифугировали при 7000 об/мин в течение 
20 минут. Далее шприцем (5 мл) забирали на-
досадочную часть РЖ и фильтровали в сте-
рильную пробирку через нитроцеллюлозные 
фильтры с диаметром пор 0,22 мкм. Все пробы 
РЖ хранили в жидком азоте при –90 °C.

4. Определение пероксидазной активности 
РЖ. В лунки № 1 по вертикали по вносили по 
100 мкл РЖ проб до провокации, а в ряд № 2 –  
то же после ОПП (проба № 2). Далее вносили 
проявляющий раствор: во все лунки планше-
та к разведенной РЖ добавляли по 100 мкл 
хро мо ген-субстратной смеси (0,015 % пере-
кись водорода и ТМБ), разведенные фосфат-
цитратным буфером рН 5,0). Проявляющий 
раствор готовили непосредственно перед вне-
сением. Инкубировали при комнатной темпе-
ратуре в течение 10-25 мин до появления вы-
раженного окрашивания синего цвета. Затем 
реакцию останавливали внесением 50 мкл 4 % 
раствора серной кислоты, цвет раствора изме-
нялся на желтый.

5. Учет результатов. Оценку реакции про-
водили через 10 минут на фотометре при длине 
волны 450 нм. 

Определение лактопероксидазы в пробах 
РЖ осуществляли согласно инструкции произ-
водителя тест-системы (LPO (Lactoperoxidase) 
ELISA кit, кат. номер № E-EL-H1362). 

Определение миелопероксидазы в пробах РЖ 
осуществляли согласно инструкции произво-
дителя тест-системы (MPO (Myeloperoxidase) 
ELISA кit, кат. номер № ORG 519).

Статистическая обработка результа-
тов исследования проводилась при помощи 
STATISTICA 10.0. Количественные параметры 
представлены в виде медианы (Me) и интерк-
вартильного интервала (LQ; UQ), где LQ –  верх-
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няя граница нижнего квартиля, UQ –  нижняя 
граница верхнего квартиля. Для анализа раз-
личий в двух независимых группах по коли-
чественному признаку применялся непара-
метрический критерий U Манна-Уитни. Для 
анализа различий в двух зависимых группах по 
количественному признаку применялся крите-
рий Вилкоксона. Для определения меры связи 
двух количественных параметров использова-
ли анализ ранговой корреляции Spearman (не-
параметрический) с уровнем статистической 
значимости p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение ЛПО и МПО в ротовой жидкости 
в ИФА моноклональными антителами

Известно, что под влиянием КСМ лейкоци-
ты пациентов выделяют МПО [6]. Этот метод 
был принят за основу. В реакции в качестве 
стимуляторов использовали приготовленную 
0,01 % смесь растворов солей металлов (РСМ).

Как сказано выше, пероксидазная актив-
ность РЖ складывается из активности МПО 
и ЛПО. Несмотря на тот факт, что у пациен-
тов с НСМ происходит увеличение перокси-
дазной активности РЖ после ОПП, до сих пор 
остается неизученным вопрос степени вовле-
ченности каждой из них в суммарную перок-
сидазную активность РЖ.

До ОПП концентрация МПО в РЖ паци-
ентов опытной группы составила 4,82 [3,29; 
6,58] нг/мл, а ЛПО –  0,39 [0,18; 0,49] нг/мл. 
У пациентов контрольной группы –  3,72 [1,69; 
4,7] нг/мл и 0,38 [0,12; 0,63] нг/мл соответ-
ственно. Суммарная пероксидазная актив-
ность, оцениваемая по оптической плотности 
(ОП) проб, после добавления ТМБ, у пациен-
тов опытной группы, составила 0,828 [0,56;1,1] 
и 0,93 [0,454;1,17] –  у пациентов контрольной 
группы (таб. 1).

После ОПП с РСМ обнаружена достоверно 
большее увеличение пероксидазной актив-

ности РЖ ОП –  1,65 [1,2; 2,03] (Wald-Wolfowitz 
Runs Test р=0,015, р=0,031 соответственно) 
у пациентов исследуемой группы, а у пациентов 
контрольной группы увеличения пероксидаз-
ной активности после ОПП не наблюдалось.

Обращает на себя внимание факт прироста 
МПО (р<0,05) с 4,82 [3,29; 6,58] до 8,03 [5,71; 
8,58] в РЖ пациентов с НСМ после ОПП и от-
сутствие прироста ЛПО. Это позволяет за-
ключить, что прирост пероксидазной актив-
ности РЖ после ОПП осуществляется за счет 
выброса МПО нейтрофилами РЖ.

Оценка диагностической значимости  
определения гиперчувствительности к КСМ 

по приросту в РЖ после ОПП
Увеличение пероксидазной активности в РЖ, 

после орально-буккальной провокационной 
пробы (ОПП), может служить способом диа-
гностики аллергии и гиперчувствительности 
к аллергенам и к неспецифическим агентам.

Диагностическую значимость оценивали 
при помощи метода ROC-анализа (анализа 
кривой Receiver-Operator characteristic). Уста-
навливали оптимальную точку (критерий) от-
сечения (cut-off value) для изучаемых признаков 
и определяли площадь под кривой (AUC или 
area under curve) для сравнения диагностиче-
ской значимости выбранных признаков при 
установлении диагноза.

По результатам тестов рассчитывали опти-
мальный порог прироста (нг/мл) ЛПО при 
оптимальных значениях чувствительности (Se) 
и специфичности (Sp).

Определение ЛПО в РЖ не имело диагно-
стического значения для выявления гиперчув-
ствительности к КСМ (p=0,063, AUC 0,68). Эти 
параметры указывают (рис. 1), (таб. 2).

Оптимальный порог прироста МПО, обеспе-
чивающий Se –  85 % и Sp –  70,8 % при p=0,003, 
где AUC был равен 0,8, составил 1,79 нг/мл. Эти 
параметры указывают на диагностическую зна-
чимость этого теста (рис. 2) (таб. 2).

Таблица 1. Сравнительная характеристика уровней МПО и ЛПО в РЖ у пациентов до и после ОПП

№ До провокации После провокации
МПО (нг/мл) ЛПО (нг/мл) ТМБ (ОП) МПО (нг/мл) ЛПО (нг/мл) ТМБ (ОП)

Опытная 
группа (n=24)

4,82  
[3,29; 6,58]

0,39  
[0,18; 0,49]

0,828  
[0,56;1,1]

8,03  
[5,71; 8,58] *

0,425  
[0,22; 0,57]

1,65  
[1,2; 2,03] *

Контрольная 
группа (n=20)

3,72  
[1,69; 4,7]

0,38  
[0,12; 0,63]

0,93  
[0,454;1,17]

4,23  
[1,94;6,19]

0,35  
[0,082; 0,45]

0,84  
[0,49;1,39]

Примечание: *отличие до и после ТПП с р<0,05.
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Оптимальный порог прироста ОП РЖ, по-
сле окраски ТМБ, равен составил 0,638 ОП, 
обеспечивающий Se 66,7 % и Sp 95 %, при длине 
волны 450 нм, при p=0,0008, где AUC был равен 
0,83. Эти параметры указывают на диагности-
ческую значимость этого теста (рис. 3) (таб. 2).

Из 17 (70,8 %) обследованных, указавших на 
НСМ, наблюдался прирост МПО в РЖ свыше 
1,79 нг/мл после ОПП, а прирост суммарной пе-
роксидазной активности наблюдался у 12 лиц 
(44 %), а у 16 (66,7 %) наблюдался достоверно 
больший прирост пероксидазной активности 
РЖ –  более 0,638 ЕД (ОП при длине волны 450 
нм) от исходного уровня (р<0,05) (таб. 3).

У пациентов контрольной группы, при опре-
делении прироста МПО, 3 (15 %) пробы из 20 
оказались положительными, а с ТМБ –  1 (5 %).

Обнаружено, что у 18 (75 %) человек исследу-
емой группы и у 8 (40 %) пациентов контроль-
ной группы наблюдался прирост ЛПО в РЖ 
после ОПП более 0,015 нг/мл, однако в отличие 
от, двух других определяемых маркеров, диа-
гностическое значение определения ЛПО ока-
залось статистически не значимым (таб. 3).

Следует отметить, что при проведении кон-
трольной пробы с физраствором без примене-
ния РСМ, прироста суммарной пероксидазной 
активности и прироста МПО в РЖ не наблю-
далось.

Определение ЛПО оказалось непригодным 
(p=0,063) для диагностики гиперчувствитель-
ности на КСМ после ТПП. Мы объясняем это 
тем, что ЛПО выделяется слюнными железа-
ми, и, как показало наше исследование, ее вы-
деление не зависит от гиперчувствительности 
к КСМ.

Прирост количества МПО и суммарной пе-
роксидазной активности после ОПП, мы объ-
ясняем тем, что в случае присутствия на клет-
ках IgE антител и при добавлении аллергена 
происходит его взаимодействие со связанными 
антителами в результате чего происходит вы-
брос МПО из лейкоцитов СОПР [2, 3]. Увели-
чение количества МПО после ОПП, у пациен-

Таблица 2. Сравнение диагностической значимости определения МПО, ЛПО и суммарной пероксидазной актив-
ности (ТМБ) в диагностике гиперчувствительности к КСМ по приросту в РЖ после ОПП у пациентов

Определяемый показатель Se Sp AUC p Оптимальный  
порог прироста

МПО 85 %% 70,8 % 0,8 0,003 1,79 нг/мл
Суммарная пероксидазная 
активность (ТМБ)

66,7 % 95 % 0,83 0,0008 0,638 (ОП при длине 
волны 450 нм)

Рис. 1. ROC-анализ для определения аллергии на КСМ 
по приросту ЛПО после ОПП

Рис. 2. ROC-анализ для определения аллергии на КСМ 
по приросту МПО после ОПП

Рис. 3. ROC-анализ для определения аллергии на КСМ 
по приросту суммарной пероксидазной активности 
(ТМБ) РЖ после ОПП



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2017, том 11 (20), №4

62

тов с НСМ, является важным диагностическим 
маркером аллергии на КСМ.

Анализ результатов прироста количества 
МПО и суммарной пероксидазной актив-
ности показал наличие сильной корреляции 
между ними до (RSpearman=0,75; p <0,05) и после 
(RSpearman=0,78; p <0,05) ОПП, что указывает на 
то, что МПО определяет этот прирост.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты определения уровней МПО 
и суммарной пероксидазной активности 
в РЖ, у пациентов с НСМ, указывают на вы-
брос МПО после ОПП с растворами солей ме-
таллов. Повышение концентрации МПО в РЖ 
у пациентов опытной группы было взаимос-
вязано с наличием симптомов НСМ сразу по-
сле протезирования.

Рост уровня МПО и суммарной перокси-
дазной активности в РЖ после ОПП был вы-
явлен в подавляющем большинстве проб 17 
(70,8 %) и16 (66,7 %) пациентов исследуемой 
группы соответственно, что соотносилось 
с симптомами в полости рта после контакта 
с ортопедическими конструкциями. Прирост 
МПО и суммарной пероксидазной активности 
в РЖ у 3 (15 %) и 1 (5 %) пациента контрольной 
группы после ОПП, можно объяснить наличи-
ем неспецифической гиперчувствительности 
или аллергии к КСМ, так как эти пациенты 
имели контакт с аналогичными ортопедиче-
скими конструкциями.

Отсутствие МПО в РЖ не может исключить 
аллергию на КСМ. С другой стороны, прирост 
МПО или суммарной пероксидазной активно-
сти в РЖ после ОПП в комбинации с клини-
ческими симптомами указывает на аллергию 
или гиперчувствительность на компоненты 
стоматологических материалов.

Увеличение уровня ЛПО после провока-
ции с РСМ наблюдалось у половины пациен-
тов и вероятно было обусловлено реакцией со 
стороны слюнных желез.

Измерение аллергениндуцированной МПО 
или суммарной пероксидазной активности 
в РЖ может быть перспективным новым диа-
гностическим методом для подтверждения ал-
лергенности стоматологических конструкций 
при развитии симптомов НСМ у пациентов.

ВЫВОДЫ

1. Повышение уровня пероксидазной актив-
ности в РЖ наблюдалось у пациентов с НСМ 
после орально-буккальной провокационной 
пробы с РСМ, но не у пациентов контрольной 
группы.

2. Орально-буккальная провокационная про-
ба с РСМ у пациентов с НСМ, после удаления 
ортопедических конструкций, вызывает вы-
брос миелопероксидазы из нейтрофилов в РЖ. 
Увеличение суммарного уровня пероксидазной 
активности в РЖ, обусловлено миелоперокси-
дазой, но не лактопероксидазой.

3. Метод определения общей пероксидазной 
активности РЖ в тесте с ТМБ можно исполь-
зовать для выявления НСМ, обусловленной ги-
перреактивностью нейтрофилов.

Финансирование работы осуществлено за 
счет средств внутриуниверситетского науч-
ного стартап-гранта для молодых ученых УО 
«ВГМУ» «Биомаркеры аллергии на стоматоло-
гические материалы в ротовой жидкости».
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The aim of this study was to evaluate the release of myeloperoxidase from the neutrophils and lac-
toperoxidase from the salivary glands into the oral liquid after oral-buccal provocative tests with compo-
nents of dental materials to diagnose hypersensitivity to them in patients with intolerance to dental ma-
terials. The study group consisted of 24 patients with intolerance to dental materials. Patients underwent 
an oral-buccal provocative test with 0.001 % solution of metal salts: NiCl2, CrCl3, CoCl2. It was found that 
an increase in the level of peroxidase activity in the oral fluid was observed in patients with intolerance to 
dental materials after an oral-buccal provocative test, but not in patients of the control group. It was shown 
that the oral-buccal provocation test with a solution of metal salts in patients with intolerance to dental 
materials after the removal of prosthetic constructions caused the release of myeloperoxidase from neu-
trophils in the oral fluid. The increase in the total level of peroxidase activity in the oral fluid was due to 
myeloperoxidase, but not lactoperoxidase. The method for determining the total oral peroxidase activity 
in a tetramethyl benzidine test can be used to detect intolerance to dental materials due to hyperreactivity 
of neutrophils.

Key words: oral fluid, intolerance, dental materials, myeloperoxidase, lactoperoxidase


