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Введение. Кристаллография слюны – одно из активно развивающихся научных направлений. Неинвазив-
ность и низкая стоимость метода делают целесообразным его использование для скрининговых исследований 
и мониторинга лечения заболеваний. 

В настоящее время летальность от сердечно-сосудистых заболеваний занимает первое место среди при-
чин смертности, что определяет использование статинов как наиболее эффективных средств профилак-
тики. Вместе с тем до 30% случаев приема статинов сопровождается развитием гепатита, являющегося 
показанием к прекращению применения этих лекарств. Учитывая, что щелочная фосфатаза (ЩФ) является 
индикаторным для поражения печени ферментом и одновременно – ферментом, активно участвующим в 
обмене кальция, определяющего структуру кристаллов слюны, целью исследования была разработка метода 
мониторинга активности ЩФ по форме кристаллов слюны пациентов, принимающих статины. 

Материал и методы. Обследованы 22 мужчины, принимавшие и не принимавшие аторвастатин. В утрен-
ние часы натощак у обследуемых забирали кровь и слюну. В крови фотометрическим методом определяли 
активность ЩФ на спектрофотометре SOLAR CM2203. Слюну кристаллизовали по методу С. П. Леуса. 
Форму кристаллов изучали на микроскопе Leica DM 2000.

Результаты. Показано, что у лиц, принимающих статины, активность ЩФ на 33,4% ниже, чем у лиц 
контрольной группы, и коррелирует с разными формами кристаллов слюны. 

Выводы. Разработан метод оценки активности ЩФ по кристаллограммам слюны, обладающий 94,12% 
точностью, 100% чувствительностью и 88,89% специфичностью.
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Введение
В настоящее время кристаллографическое 

исследование слюны становится все более по-
пулярным методом дополнительных клини-
ко-лабораторных исследований пациентов [1, 2]. 
Популярность этого метода обусловлена рядом 
преимуществ по сравнению с иными метода-
ми исследований. В частности, метод является 
неинвазивным, обеспечивает быстроту и эко-
номичность проводимых исследований [2]. Из-
вестно, что форма кристаллов слюны зависит 
от соотношения органического и минерального 
компонентов [3], в том числе кальция и фосфо-
ра, входящих в состав гидроксиапатита костной 
ткани. Известно, что скорость формирования 
костной ткани определяется Zn-зависимым фер-
ментом костной щелочной фосфатазой (остазой) 
[4]. Исходя из вышесказанного, можно предпо-
ложить, что активность щелочной фосфатазы 
(ЩФ) будет коррелировать с формой кристаллов 
слюны. Однако в настоящее время в клинико-ла-
бораторной практике преимущественно опреде-
ляется активность общей ЩФ без определения 
ее изоформ, а определение самой ЩФ входит в 
обязательный перечень исследований при диа-
гностике гепатитов [5]. В связи с изложенным 
выше большой интерес представляет исследова-
ние взаимосвязи микрокристаллизации слюны 
и активности ЩФ у пациентов, принимающих 
статины, поскольку они способны оказывать как 

позитивное, так и негативное действие на мета-
болизм костной ткани и печени [6, 7].

Цель исследования – разработка метода мо-
ниторинга активности щелочной фосфатазы по 
форме кристаллов слюны пациентов, принима-
ющих статины.

Материал и методы
Забор нестимулированной слюны осущест-

вляли у 11 мужчин, принимавших аторвастатин 
(ATV), и у 11 здоровых мужчин в утренние часы 
натощак. Возраст обследованных составил 60-78 
лет, в контрольной группе –  55-69 лет. Микро-
кристаллизацию слюны проводили по класси-
ческому методу С. П. Леуса [8]. Перед забором 
слюны ротовую полость ополаскивали водой. 
Ротовую жидкость собирали в стерильные про-
бирки. После отстаивания 3 капли слюны на-
носили на обезжиренное предметное стекло и 
оставляли в термостате при температуре 37ОС до 
полного высыхания. У всех обследованных лю-
дей было взято добровольное информированное 
согласие на проведение исследований.

Фотосъемку кристаллов проводили в тече-
ние 2-6 часов после полного высыхания пробы 
с использованием микроскопа Leica DM 2000 
(Германия). Полученное изображение переда-
валось на экран монитора. Вначале при малом 
(*5/0.12) увеличении проводилось сканирование 
всей поверхности  высушенной капли, затем при 
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большом увеличении (*10/0.25) исследовались 
отдельные участки кристаллов с разной морфо-
логией. Выбранные участки кристаллограмм за-
писывались в виде графического файла на ком-
пьютере с разрешением 2048×1536 пикселей. 
Файлы сохранялись как растровое изображение 
с разрешением RGB 24 bit в формате TIF. Для 
обработки изображений использовали програм-
му Adobe Photoshop 6. Коррекцию изображения 
проводили с помощью программы по отработан-
ной схеме: Image (изображение) → Adjustments 
(настройка) → Desaturate (обесцветить) → Filters 
(фильтр) → Sharpen (резкость) → Unsharp Mark 
(контурная резкость). Расчет площади 9 стати-
стически различающихся форм кристаллов слю-
ны проводили согласно ранее описанному ме-
тоду [9] с использованием разработанной нами 
компьютерной программы KrystallDraw (Свиде-
тельство о регистрации компьютерной програм-
мы № 1068 от 25.08.2018, размещено на сайте 
https://github.com/ariel32/KrystallDraw, дата до-
ступа 17.02.2020.). Площадь каждого кристалла 
выражали как % от площади всех кристаллов.

Кровь у обследуемых пациентов забирали из 
локтевой вены натощак в утренние часы и для 
образования сгустка выдерживали в холодиль-
нике при +4°С в течение 15-20 минут. Сгусток 
осаждали центрифугированием в рефрижера-
торной центрифуге при 3000 об/мин. Получен-
ную сыворотку хранили до обработки в моро-
зильной камере глубокого замораживания при 
-72°С. Активность щелочной фосфатазы опре-
деляли коммерческим биохимическим набором 
фирмы Анализ Х (Республика Беларусь) на спек-
трофлуориметре SOLAR CM2203 (Республика 
Беларусь). Для проверки возможности влияния 
возрастных различий на исследуемые показате-
ли  проведено сравнение кристаллограмм слю-
ны и активности щелочной фосфатазы в трех 
возрастных периодах (36-60 лет, 61-74 года и  
75-90 лет). Оценка влияния возраста на иссле-
дуемые показатели не выявила статистически 
значимых различий, что позволило сохранить 
статистическую выборку в неизменном виде. 

Полученные биометрические результаты за-
носились в электронную таблицу Excel 2000 из 
пакета Microsoft Office 2000 SR-1. Для стати-
стической обработки использовался пакет при-
кладных программ STATISTICA 10RUS, лиц.  
№ sta999К34156W.

Так как распределение исследуемых при-
знаков отличалось от нормального (согласно 
W-критерию Шапиро-Уилка), для проведения 
корреляционного анализа использовался метод 
Спирмена. Для оценки наличия статистически 
значимых различий в экспериментальных груп-
пах по исследуемым показателям был использо-
ван критерий Вилкоксона.

Поскольку предсказание количественных 
значений имеет меньшую точность и инфор-
мативность, в ходе разработки метода оценки 
активности щелочной фосфатазы по формам 
кристаллов слюны использована модель логи-
стической регрессии [10]. Активность щелочной 
фосфатазы приводилась к бинарному виду пу-

тем расчета среднего арифметического: каждое 
значение больше чем среднее считали единицей, 
значение меньше – нулем.

Правильность – доля правильно предсказан-
ных значений. F-мера – гармоническое среднее 
между точностью и полнотой. Чувствитель-
ность – доля истинно положительных случаев. 
Специфичность – доля истинно отрицательных 
случаев, правильно идентифицированных моде-
лью. PPV (positive predictive value) – отношение 
истинно положительных случаев к сумме ис-
тинно положительных и ложно положительных 
случаев. NPV (negative predictive value) – отно-
шение истинно отрицательных случаев к сумме 
истинно отрицательных и ложно отрицательных 
случаев. AUC – площадь под ROC-кривой. Точ-
ка отсечения (cut off) – значение, выше которого 
случай признается положительным (единицей), 
а ниже которого – отрицательным (нулем).

Результаты и обсуждение
После построения модель проходила проце-

дуру ROC-анализа, в ходе которого были рас-
считаны точность, F-мера, чувствительность и 
специфичность, значения PPV и NPV, AUC и 
значение отсечения (cut off) [11].

При анализе слюны у пациентов, принимав-
ших статины (рис.1), можно обнаружить нали-
чие выраженной краевой зоны с трещинами, что 
связано с высоким содержанием белков в био-
логической жидкости и происходящими свобод-
норадикальными процессами [12]. У пациентов 
контрольной группы также встречается краевая 
зона с трещинами, но они единичные. Ширина 
краевой зоны визуально больше в контрольной 
группе. У пациентов, принимавших статины, в 
некоторых случаях не происходит образования  
микрокристаллов, хотя изображение не является 
гомогенным, а текстурировано. Во всех других 
случаях в слюне образуются микрокристаллы, 
часть которых качественно отличается от контро-
ля. Образуются тела кристаллов с измененными 
отростками и вершинами. Наиболее часто обра-
зуются «объемные кристаллы». В контрольной 
группе они более короткие, крестообразные, об-
разуются короткие деформированные отростки.

Вместе с тем исследование процентного со-
отношения площадей основных форм кристал-
лов слюны в группе пациентов, принимавших 
статины,  и лиц контрольной группы не выявило 
статистически значимых различий (табл. 1).

Сравнение активности ЩФ показало, что у 
принимавших ATV пациентов активность ЩФ 
была статистически значимо меньше, чем в 
контрольной группе (p=0,046). Полученный ре-
зультат согласуется с описанной в литературе 
способностью статинов стимулировать остеоге-
нез за счет увеличения активности остеобластов 
и снижения активности остеокластов [7, 13]. 
Учитывая, что ЩФ ассоциирована с мембраной 
остеобластов [14], а активность ЩФ увеличи-
вается лишь после деструкции клеток, можно 
заключить, что у пациентов, принимающих ста-
тины, есть высокая вероятность повышенного  
остеогенеза в сравнении с контролем.
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Рисунок 1. – Формы кристаллов слюны пациентов, принимавших статины, и контроля (*10/0.25, без окраски) 
Figure 1. – Forms of saliva crystals in patients taking statins and controls (*10/0.25, without coloring )

Оценка результатов корреляционного ана-
лиза показала, что форма кристаллов слюны 
статистически значимо (p<0,05) коррелирова-
ла с активностью ЩФ в обеих обследованных 
группах (рис. 2), однако прием ATV изменял 
корреляционные взаимоотношения. Так, у лиц, 
не принимавших статины, активность ЩФ до-
стоверно положительно коррелировала с пло-
щадью кристаллов 1, 7 и 3 типов (r=0,48, 0,14 и 
0,33, соответственно, p<0,05) и отрицательно – с 
кристаллами 9 типа (r=-0,26 p<0,05). У пациен-
тов,  принимавших ATV, положительная корре-
ляционная связь выявлена с кристаллами 8, 1 и 9 
типов (r=0,73, 0,53 и 0,38 p<0,05), отрицательная 
– с кристаллами 3 типа (r=-0,59 p<0,05). 

Выявление статистически значимых кор-
реляционных взаимосвязей позволило рассчи-

тать логистическую регрессию, описываемую 
уравнением:

%100
1

1
×

+
= −xe

y

где x – сумма свободного члена и относитель-
ных площадей слюны, умноженных на соответ-
ствующие коэффициенты, e – основание нату-
рального логарифма, равное 2,718.

Использование представленного уравнения 
позволяет определить изменение активности 
ЩФ выше или ниже референтных значений, та-
ким образом, в случае его превышения напра-
вить человека на дообследование для выяснения 
причин таких изменений.
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Таблица 1. – Соотношение площадей основных форм кристал-
лов слюны (%)
Table 1. – The ratio of the areas of the main forms of saliva crystals (%)

Аторвастатин
Me (Q25;  Q75)

Контроль 
Me (Q25;  Q75)

P-значение

К1

%

0.00 (0.00; 16.21) 0.00 (0.00; 0.00) 0.3471

К2 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) -

К3 64.20 (22.76; 82.21) 53.04 (46.88; 65.33) 0.8382

К4 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) -

К5 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) -

К6 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) -

К7 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.58) 0.0624

К8 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) 0.1930

К9 16.15 (3.33; 24.23) 36.76 (23.59; 48.44) 0.2695

ЩФ Ед/л 37.70 (29.70; 44.00) 56.55 (48.05; 62.52) 0.0464

К1 – К9 основные типы кристаллов, выявляющихся в слюне

Рисунок 2. – Корреляционные матрицы  
взаимосвязи форм кристаллов и  

активности ЩФ 
Figure 2. – Correlation matrices of the relationship 

between crystal forms and alkaline phosphatase activity

Рисунок 3. – Кривая ROC-анализа модели логистической регрессии 
для активности щелочной фосфатазы 

Figure 3. – ROC analysis curve of a logistic regression model for alkaline 
phosphatase activity

Таблица 3. – Коэффициенты логистической регрессии 
для кристаллов слюны
Table 3. – Logistic regression coefficients for saliva crystals

Таблица 2. – Результаты ROC-анализа оценки качества 
модели (%)
Table 2. – The results of the ROC analysis of the assessment of the 
quality of the model (%)

Точ-
ность

F-мера
Чувстви-
тельность

Специ- 
фичность

PPV NPV AUC Cut off

94.12% 94.12% 100.00% 88.89% 88.89% 100.00% 95.83% 41.59%

Проведение ROC-анализа по-
казало (табл. 2, рис. 3), что полу-
ченная модель идентифицировала 
отклонения с точностью 94,12%, 
чувствительностью 100% и специ-
фичностью 88,89%. Точка отсече-
ния принятия решения принадлеж-
ности к соответствующей группе 
составила 41,59%.

В соответствии с представлен-
ной моделью значение x будет 
рассчитываться с использовани-
ем коэффициентов логистической 
регрессии (табл. 3) по следующей 
формуле: -12,5142 + 0,1705×K1 + 
3,889×K7 + 3,0617×K8 + 0,964×K9 
+ 0,0522×K3 + 0,0027×K9×K3 + 
0,7933×K7×K9. 

Подставив значения площа-
дей кристаллов (К) (табл. 4) в 
формулу, получим: -12,5142 + 
0,1705×33,78 + 3,889x0 + 3,0617×0 
+ 0,0964×24,31 + 0,0522×26,51 
+ 0,0027×24,3136×26,51 + 
0,7933×0×24,31 или же -1,29. За-
менив в уравнении (1) x на рас-
считанное значение, получим ве-

роятность того, что активность щелочной фос-
фатазы выше среднего по контрольной группе:  
0,216 или 21,6%. Полученное значение меньше 
точки отсечения (41,59%), поэтому в данном 

Свободный 
член

K1 K7 K8 K9 K3 K9×K3 K7×K9

-12,5142 0,1705 3,889 3,0617 0,0964 0,0522 0,0027 0,7933
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случае можно считать, что активность щелочной 
фосфатазы ниже среднего. Это согласуется с 
действительностью, так как среднее равно 48,02 
а фактическое значение в приведенном примере 
– 29,7 Ед/л.

Выводы
1. Активность щелочной фосфатазы у при-

нимающих статины мужчин статистически зна-

Таблица 4. – Площади кристаллов слюны (%) и активность 
ЩФ (Ед/л) 
Table 4. – The area of the crystals of saliva an activity of ALP

Активность  
ЩФ

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9

29,7 33,78 0 26,51 0 0 0 0 0 24,31

чимо ниже, чем у мужчин в кон-
трольной группе, не принимавших 
аторвастатин.

2. Прием аторвастатина изменя-
ет корреляционные взаимоотноше-
ния между кристаллами слюны и 
активностью щелочной фосфатазы.

3. Разработанная модель опре-
деления активности щелочной фос-

фатазы по форме кристаллов слюны обладает 
94,12% точностью, 100% чувствительностью, 
88,89% специфичностью и может быть исполь-
зована для мониторинга активности щелочной 
фосфатазы по кристаллам слюны у мужчин в 
возрасте 55-78 лет, постоянно принимающих 
аторвастатин.
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EVALUATION OF ALKALINE PHOSPHATASE ACTIVITY BY 
CRYSTALLOGRAMS OF PATIENTS TAKING STATINS

Yakovleva O. S., Martsinkevich A. F., Osochuk S. S.
Vitebsk State Order of Friendship of Peoples Medical University, Vitebsk, Belarus

Background. Crystallography of saliva is one of the actively developing scientific fields. Non-invasiveness and low 
cost of the method make it appropriate for use in screening studies and monitoring the treatment of diseases. 

Currently, mortality from cardiovascular diseases takes the first place among the causes of death, which justifies 
the use of statins as the most effective means of preventing these diseases. At the same time, up to 30% of cases of 
taking statins are accompanied by the development of hepatitis, which is an indication for stopping the use of these 
drugs. Considering that alkaline phosphatase (ALP) is an indicator enzyme for liver damage and, at the same time, 
an enzyme actively involved in the exchange of calcium, which determines the structure of saliva crystals, the aim of 
this study was to develop a method for monitoring ALP activity by the form of saliva crystals in patients taking statins.

Material and methods.  A total of 22 men who took and did not take atorvastatin were examined. Blood and saliva 
were taken from the subjects in the morning on an empty stomach. The activity of ALP in blood was determined by a 
photometric method on the SOLAR CM2203 spectrophotometer. Saliva was crystallized by the S.P. Leus’ method. The 
shape of the crystals was studied using a Leica DM 2000 microscope. 

Results. It was shown that in individuals taking statins, the activity of ALP was 33.4% lower than in those of the 
control group and correlated with various forms of saliva crystals. 

Conclusions. A method for assessing the activity of alkaline phosphatase by crystallograms of saliva with 94.12% 
accuracy, 100% sensitivity and 88.89% specificity has been developed.
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