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Free testosterone concentration in saliva is a good
reflection of unbound testosterone concentration in
serum of men
N.P. Goncharov, G,V, Katsia, A.D. Dobracheva, A.N. Nizhnik, 
G.S. Kolesnikova, V. Hebst, U. Vestermann

Aim of this study was to find out that free testosterone concentration in saliva is a
good reflection of unbound testosterone concentration in serum of men. Recently
publish articles have stated that results, especially, when measured by fully auto�
mated systems, have been incorrect. A new luminescence enzyme immunoassay
(LIA) has been developed and validated. The high analytical (8.7 pmol/L) and func�
tional (17.3 pmol/L) sensitivity allows the quantification of very low concentration in
saliva. Free salivary testosterone concentration in healthy men in morning hours was
369 pmol/L (Mediana), range 263–544 pmol/L, which statistically significantly high�
er than that in men with androgen deficiency, 215 pmol/L (Mediana), range 51–249
pmol/L. Repetitive determination of free testosterone concentrations in saliva (once
a week for 5 weeks) showed high stability of results in time, with coefficient of varia�
tion 9% (range 5–23%). In this study we showed that free salivary testosterone lev�
els in morning samples correlated well with calculated free testosterone in blood
both in healthy men (R=0.754, P=0.001), and in patients with androgen deficiency
(R=0.889, P=0.0001). 

нию концентрации тестостерона и

тем самым снижают процент выявле�

ния пациентов с истинным дефици�

том тестостерона [1,9,13]. Наиболее

оптимальным маркером андроген�

ного статуса является свободная

форма тестостерона, не связанная с

белками, именно она обеспечивает

биологическую активность. Опреде�

ление этой формы в крови сопряже�

но с определенными технологиче�

скими трудностями. Поэтому мы

обратились к альтернативной био�

логической жидкости – слюне, куда

могут попадать только свободный

тестостерон.

Введение

Диагностика гипогонадизма у

мужчин и особенно распростра�

ненного возрастного дефицита

тестостерона связана с определен�

ными трудностями, так как клиниче�

ские его проявления недостаточно

специфичны. Поэтому необходимо

проведение биохимической диаг�

ностики по уровню циркулирую�

щего общего тестостерона, физио�

логическая концентрация которого

колеблется в пределах 12–35

нмоль/л (при этом нижний предел

является определяющим). Однако,

современные системы иммуноана�

лиза имеют тенденцию к завыше�
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Слюна, как биологическая жидкость, привлекла

внимание исследователей много лет назад, так как

слюнные железы обладают особенным свойством: в

слюнной проток поступают соединения только с

низким молекулярным весом, к которым относится

и тестостерон, не связанный с альбумином и специ�

фическим глобулином – глобулин, связывающий

половые стероиды (СССГ). Концентрация жирора�

створимых свободных стероидов, таких как тесто�

стерон, не зависит от скорости выделения слюны и

практически равна уровню несвязанной формы

стероида в сыворотке крови [8]. Если измерить аде�

кватными методами концентрацию свободного

тестостерона, который доступен тканям�мишеням и

оказывает свое биологическое действие в этой

форме, то этот уровень свободного тестостерона в

слюне мог бы стать идеальным маркером для опре�

деления андрогенного статуса как у мужчин, так и у

женщин. 

Первые попытки измерять уровень стероидов в

слюне, используя физико�химические методы, были

предприняты около 50 лет назад, но низкая чувстви�

тельность этих методов препятствовала их исполь�

зованию в клинической диагностике. Появление

радиоиммунологических методов в 60�х годах дало

новый импульс к повышению интереса для исследо�

вания содержания гормонов в слюне – биологиче�

ской жидкости, в которой можно было бы опреде�

лить широкий спектр стероидов: андрогенов –

тестостерона, эстрогенов – эстриола у беременных,

эстрадиола и эстрона, гестагенов – прогестерона и

кортикостероидов – кортизола и 17�оксипрогесте�

рона. Сбор слюны прост, не инвазивен и имеет

большие преимущества перед традиционными

методами определения стероидов в венозной

крови, взятие которой требует квалифицированно�

го персонала и сам по себе является добавочным

стрессорным фактором, способным искажать пока�

затели гормональных параметров. 

Однако, РИА�методы все�таки не были способны

достичь чувствительности, необходимой для опре�

деления свободных стероидов в слюне. Концентра�

ция свободного тестостерона в слюне составляет

только около 1–2% его содержания в крови. Следо�

вательно, для анализа были необходимы большие

объемы слюны (до 3 мл), после сбора слюны следо�

вала неприятная процедура экстракции диэтило�

вым эфиром, который является огнеопасным и

взрывоопасным растворителем. В результате такую

технологию было сложно адаптировать для рутин�

ного использования в биохимических лаборато�

риях для клинической диагностики. 

Диагностические наборы для прямого измерения

свободных стероидов, в особенности для тестосте�

рона в крови, пока не пригодны для диагностиче�

ского исследования и могут использоваться лишь в

научных целях [7,11]. Как известно, группой Vermeu�

len [11] выведена формула для расчета концентра�

ции свободного тестостерона на основе определе�

ния общего тестостерона и СССГ в крови. Таким

образом, корректное определение концентрации

свободного тестостерона в крови основано на чет�

ком знании истинной концентрации общего тесто�

стерона. Реально зто не простая проблема, так как

современные автоматизированные технологии для

измерения общего тестостерона дают совершенно

разные результаты [1,9,13]. Кроме того, требуется

также оптимальный метод для определения СССГ,

что значительно удорожает стоимость вычисления

концентрации свободного тестостерона.

Лишь появление новой современной технологии

иммуноанализа, основананной на усиленной хеми�

люминесценции [2], сочетающей ультрачувстви�

тельность и высокую специфичность, сделало воз�

можным определение свободных, не связанных с

белками стероидных гормонов в очень малых объе�

мах слюны прямым методом (без экстракции).

Высокая аналитическая (6,2 пмоль/л) и функцио�

нальная (17,3 пмоль/л) чувствительность позволяет

количественно определять очень низкие концен�

трации тестостерона в слюне, что особенно важно

для женщин и детей. 

Цель настоящего исследования – доказать, что

концентрация свободного тестостерона в слюне

хорошо коррелирует и отражает концентрацию

несвязанного тестостерона в крови и является

дополнительным существенным диагностическим

критерием для определения андрогенного статуса

мужчин. 

Материал и методы

Пациенты
Были обследованы следующие группы мужчин:

1. Добровольцы�мужчины (n=16) в возрасте от

21 до 50 лет (медиана 30 лет). В этой группе 12

человек собирали 9 образцов слюны (3 – утром, 3 –

днем, и 3 – вечером), согласно протоколу сбора

слюны, чтобы определить суточную динамику

тестостерона в слюне. Остальные 4 человек соби�

рали только 3 утренних порции слюны. Все иссле�

дуемые в этой группе добровольцы были клиниче�

ски здоровыми.

2. Добровольцы�мужчины (n=15) в возрасте

38–55 лет (медиана 48 лет). Слюна была собрана

один раз в неделю в течение 5 недель. Эта группа

была стандартизирована: одна и та же профессия,

физический и эмоциональный статус, режим дня (�

время вставания, характер диеты и т.д.). 

3. Больные мужчины (n=14) с различными фор�

мами андрогенной недостаточности в возрасте от

22 до 68 лет (медиана 29,5 лет). 10 пациентов соби�

рали слюну 9 раз в день, и 4 пациентов – только 3

утренние порции слюны.

4. Один пациент: транссексуал�женщина (F→M) –

сбор слюны осуществлялся один раз в день утром до

и после внутри мышечного введения сустанона.
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Процедура сбора слюны
Чтобы исследовать колебания концентрации

тестостерона, три порции слюны были собраны в

течение одного часа трижды в день. Порции слюны

были собраны по следующей схеме:

Образец 1 – в 8.30 Образец 4 – в 15.30 Образец 7 – в 22.00 
Образец 2 – в 9.00 Образец 5 – в 16.00 Образец 8 – в 22.30
Образец 3 – в 9.30 Образец 6 – в16.30 Образец 9 – в 23.00.

Наш опыт показал, что правильный сбор слюны –

ключевой момент в достижении точных и воспро�

изводимых результатов измерения свободного

тестостерона. Для этого мы разработали детальную

процедуру сбора слюны.

Образцы слюны были собраны в специальные

контейнеры SalyCap со специальной трубочкой,

изготовленной из материала, который не сорбирует

стероиды. Слюна была собрана не менее, чем через

30 минут после еды, питья, чистки зубов или жева�

ния жвачки. Требовалось примерно 2 минуты, чтобы

собрать необходимое количество слюны

(0,6–0,8 мл). Образцы с небольшим окрашиванием

из�за контаминации кровью были отбракованы. Все

образцы были помечены специальным маркером

(имя пациента, дата, время). Собранная слюна могла

храниться до 5 дней при 20оС, 10 дней при 2–8оС и

6 месяцев и более при – 20оС. Свободный тестосте�

рон измерялся в 50 мкл слюны в дубликатах. 

Ниже приведены некоторые приемы для быстро�

го и простого сбора слюны:

•При сборе слюны не рекомендуется делать пере�

рыв и удалять трубочку изо рта и/или из пробирки.

•Сбор слюны становиться легче, если вы слегка

сжимаете зубами верхний конец трубочки.

•Рекомендуется собирать слюну перед зеркалом,

чтобы контролировать процесс наполнения про�

бирки.

Процедура сбора крови
Образцы крови были собраны между 8.00 и 10.00

утра в день сбора слюны. Образцы сыворотки хра�

нились при –20оС в двух аликвотах до измерения в

них содержания общего тестостерона и глобулина,

связывающего половые гормоны (СССГ).

Определение свободного тестостерона (сТ) про�

водилось люминисцентным LIA�методом (фирма

IBL�Гамбург, Германия), основанном на принципе

конкурентного связывания. Регистрацию люминис�

центного сигнала проводили на мультианализаторе

Victor (фирма Wallac, Финляндия).

Определение общего тестостерона (оТ) в образ�

цах крови определяли методом усиленной хемилюми�

нисценции с помощью автоматического анализатора

Vitros ECi (Ortho�Clinical Diagnostics, J&J, Великобрита�

ния), как наиболее адекватного метода [1].

Определение содержания глобулина, связываю�

щего половые стероиды (СССГ), проводили мето�

дом флуоресценции, отсроченной по времени, с

помощью автоматизированной системы Autodelfia

(фирма Wallac, Финляндия).

Вычисление концентрации свободного тесто�
стерона в крови определяли с помощью математи�

ческой формулы, использующей показатели содер�

жания в крови общего тестостерона и СССГ и

описанной в работе A.Vermeulen [11] (сайт в Интер�

нете http://www.issam.ch/freetesto.htm):

Статистическая обработка результатов
Полученные данные были обработаны с помо�

щью программы Statictica for Windows, StatSoft, Inc.

(1999). Результаты представлены в виде медианы,

25/75 и 10/90�персентилей. Для выявления досто�

верности различий между сравниваемыми параме�

трами был использован тест Манн�Уитни. Для оцен�

ки связи между различными показателями были

использованы ранговый тест Спирмена и регресси�

онный анализ. Различия Р<0,05 считались статисти�

чески достоверными.

Результаты

Концентрация общего тестостерона (оТ), уро�

вень СССГ, вычисленный свободный тестостерон

(всТ) в крови и средний возраст здоровых мужчин

представлены в табл. 1. Обнаружено, что сравнимые

по возрасту здоровые мужчины и мужчины с андро�

генным дефицитом имели сопоставимый уровень

СССГ (медиана была равна, соответственно, 36,1 и

33,0 нмоль/л). Однако, уровень общего тестостеро�

на был значительно выше в группе здоровых муж�

чин (18,8 и 6,7 нмоль/л). Концентрация вычислен�

ного сТ в крови у здоровых мужчин также была в три

раза выше, чем у пациентов с андрогенным дефици�

том (374 и 135 пмоль/л).

Средние уровни свободного тестостерона в

утренних, дневных и вечерних образцах слюны

приведены в табл. 2. 

Средняя концентрация тестостерона в слюне у

здоровых мужчин (по 3 утренних образца от каждо�

го, 8�30–9�30, всего 36 образцов) была 380 пмоль/л

Группы n
Возраст
(годы)

Общий
тестостерон

(нмоль/л)
СССГ (нмоль/л)

Вычисленный свободный
тестостерон (пмоль/л)

Здоровые Мужчины 31
38 

(25�52)
18,8

(12,4�26,1)
36,1

(21�54)
374 

(225�544)

Мужчины с андрогенным дефицитом 14
35 

(21�54)
6,7 (1,2�10,8)

33,0 
(14,7�104,1)

135 (9,3�215)

Р= 0,2242 0,0000 0,3958 0,0000

Таблица1
Гормональная характеристика исследуемых групп (медиана и 10/90 персентили)
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(270–544). Средняя концентрация днем и вечером,

соответственно, 80 ±15% и 71±21% от утренней кон�

центрации (рис. 1).

В отличие от здоровых мужчин, суточная дина�

мика свободного тестостерона в слюне у больных

выражена менее заметно. Концентрация свободно�

го тестостерона утром и днем практически не отли�

чалась друг от друга, статистически достоверное

различие было обнаружено только вечером –

68±29% от утреннего уровня (рис. 2). 

Концентрация сТ в слюне и вычисленная концен�

трация сТ в крови у здоровых мужчин практически не

отличались друг от друга: 380 пмоль/л (270–

544 пмоль/л) и 374 пмоль/л (225–544 пмоль/л,

Р=0,111) (рис. 3), тогда как у пациентов с андроген�

ным дефицитом концентрация сТ часто отличалась

от вычисленной концентрации сТ в крови. Медиана

свободного тестостерона в трех утренних образцах

слюны была выше (215 пмоль/л, разброс 55–

249 пмоль/л), чем вычисленная концентрация сво�

бодного тестостерона в крови – 135 пмоль/л (раз�

брос 9,3–215 пмоль/л) (рис. 4) 

У пациентов с андрогенным дефицитом, имею�

щих очень низкий уровень оТ в крови, выявлены

значительные различия между содержанием сТ в

слюне и вычисленным сТ в крови: 

Пациент К4d с раком простаты, после двусторонней

гонадэктомии. Концентрация оТ в крови – 0,2 нмоль/л,

уровень СССГ – 162 нмоль/л. При таком высоком уров�

не СССГ уровень вычисленного сТ в крови составлял

0,5% от концентрации оТ в крови, тогда как содержа�

ние сТ в слюне составляло 15% от оТ в крови.

Пациент Ш6d с первичным гипогонадизмом.

Концентрация оТ в крови – 1,2 нмоль/л, уровень

СССГ – 104 нмоль/л. Уровень вычисленного сТ в

крови составлял 0,8% от оТв крови, тогда как сТ в

слюне – более 8% от оТ в крови.

Таблица2. 
Суточная динамика свободного тестостерона в слюне (пмоль/л) у здоровых мужчин и мужчин с андрогенным дефицитом
(медиана и 10-90 персентили)

Группы
Время сбора слюны (часы)

8�30 9�00 9�30 15�30 15�00 16�00 22�00 22�30 23�00

здоровые мужчины
371 

(260�562)
364 

(277�531)
374 

(263�541)
329 

(208�440)
322 

(225�502)
288 

(225�440)
212 

(146�423)
295 

(222�430)
343 

(164�475)

мужчины с андрогенным
дефицитом

205 
(76�250)

209 
(36�267)

218 
(52�302)

240 
(35�416)

201 
(21�319)

169 
(51�347)

131 
(45�364)

157 
(66�305)

145 
(42�316)

Р= 0,0000 0,0000 0,0000 0,0926 0,0147 0,0037 0,0083 0,0019 0,0056

Рис. 3. Средний уровень тестостерона в слюне утром и вычи-
сленный свободный тестостерон в крови у здоровых мужчин
(*медиана, достоверность разницы Р=0,605)

Рис. 1. Суточная динамика свободного тестостерона в слюне у
здоровых мужчин (*медиана, достоверность разницы – между
утром и вечером Р=0,0012, между днем и вечером Р=0,0006)

Рис. 2. Суточная динамика свободного тестостерона в
слюне больных мужчин с андрогенным дефицитом
(*медиана, достоверность разницы между утром и
вечером Р=0,583, между днем и вечером Р=0,0006)
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Пациент Ш2d с гипергонадотропным гипогона�

дизмом. Концентрация оТ в крови – 1,4 нмоль/л,

уровень СССГ – 35 нмоль/л. Уровень вычисленного

сТ в крови – 1,7% от оТ в крови, содержание сТ в

слюне – 4% от оТ в крови.

Однако, несмотря на вышеперечисленные рас�

хождения между абсолютными концентрациями сТ

в слюне и вычисленной сТ в крови, значительная

корреляция обнаружена между этими двумя показа�

телями (коэффициент регрессии 0,889, Р – средний

= 0,0000), а диагностическая значимость определе�

ния сТ в слюне в группе пациентов с андрогенным

дефицитом достигала 100%. 

Чтобы изучить воспроизводимость концентра�

ции свободного тестостерона в слюне во времени,

мы собирали слюну в группе здоровых мужчин в

течение 5 недель (один раз в неделю утром). В нача�

ле исследования (1я неделя) концентрация свобод�

ного тестостерона у обследуемых была в

пределах 180–745 пмоль/л. Последующие

определения тестостерона (2я–5я недели)

показали высокую повторяемость результа�

тов (коэффициент вариации (9% – разброс

от 5 до 23%) (рис. 5). На рис. 6 представлены

примеры индивидуальной динамики у 4

мужчин данной группы: двое – с уровнем

ниже медианы (медиана 374 пмоль/л) и двое

– выше медианы (рис. 6).

Следующий важный аспект – мониторинг

заместительной терапии андрогенами по

уровню свободного тестостерона в слюне.

Мы проводилои мониторинг определения

сТ в слюне у транссексуала (женщина > муж�

чина) после лечения сустаноном. До лече�

ния уровень общего и вычисленного сво�

бодного тестостерона в крови был очень

низок (соответственно 3,9 нмоль/л и 42,3

пмоль/л). Через 1 неделю после инъекции

сустанона уровень оТ в крови вырос на 29%,

концентрация вычисленного сТ в крови – на 140%,

тогда как содержание сТ в слюне возросло утром на

275% и вечером на 527% (рис. 7).

Таким образом, можно заключить, что монито�

ринг заместительной терапией андрогенами более

адекватен при определении сТ в слюне с помощью

LIA�технологии. С этим методом достаточно просто

изучать фармакокинетику в каждом отдельном слу�

чае, с тем, чтобы подбирать оптимальную дозу пре�

парата и пути его введения. 

Обсуждение

В настоящее время для обозначения биологиче�

ской андрогенной активности часто используется

термин – андрогенный статус пациента, основан�

ный на определении общего тестостерона. С клини�

ческой и научной точки зрения этот термин неуда�

чен. Измерение общего тестостерона в сыворотке

Рис. 4. Средний уровень утреннего свободного
тестостерона в слюне и вычисленного свободного
тестостерона в крови у пациентов с адрогенным
дефицитом (*медиана, достоверность разницы Р=0,061)

Рис. 5. Повторяемость измерения свободного тестостерона в
слюне в течение 5 недель (один образец в неделю) у здоровых
мужчин (*медиана, коэффициент вариации 9,0%)

Рис. 6. Индивидуальные вариации уровня свободного
тестостерона у 4 здоровых мужчин в течение 5 недель
(один образец в неделю)
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прямым безэкстракционным методом показало зна�

чительные количественные различия при использо�

вании современных иммуноферментных техноло�

гий [4,9,13]. Все тестируемые методы по сравнению с

«золотым стандартом» – газовой хроматографией в

сочетании с масс�спектрометрией (ГХ/МС) имеют

значительный сдвиг в сторону завышения результа�

тов, особенно при измерении низкого уровня тесто�

стерона, т.е.ниже 12 нмоль/л. Ни один из методов (за

исключением РИА с преаналитической экстракци�

ей) не может обеспечить точное количественное

определение уровня тестостерона в диапазоне низ�

ких концентрациях как у здоровых мужчин, так и

пациентов с андрогенным дефицитом.

Определение тестостерона в слюне дает хоро�

шую корреляцию с несвязанным тестостероном в

крови. Так как именно свободная фракция тестосте�

рона обладает биологической активностью, поэто�

му тестостерон в слюне является более адекватным

индикатором биологической активности стероида,

чем общий тестостерон в сыворотке, особенно в

условиях изменения связывающей способности

СССГ. Техника сбора проста и неинвазивна и позво�

ляет сбор многих образцов без травмирования

пациента, поэтому возможен частый сбор слюны и

пересылка ее почтой [6]. С введением в практику

очень чувствительной и специфичной ЛИА�техно�

логии анализа, он превращается в метод выбора для

научных исследований, клинической диагностики,

мониторинга и лечения гонадальной дисфункции,

включая изучение фармакокинетики производных

тестостерона при заместительной терапии.

Разброс нормальных значений свободного

тестостерона у здоровых мужчин утром, получен�

ный в данной работе, согласуется с таковым, опу�

бликованным ранее [5], полученным после экстрак�

ции и хроматографического разделения, с

использованием высоко�специфи�

ческой антисыворотки. Авторы

вышеназванной публикации обоб�

щили результаты измерения тесто�

стерона в слюне 8 научными группа�

ми и во всех исследованиях разброс

нормальных значений свободного

тестостерона в слюне составлял

233–314 пмоль/л. Согласно данным

этой группы [3], свободный тестосте�

рон у больных с эректильной дис�

функцией был 198–240 пмоль/л, а у

здоровых волонтеров – 200–1000

пмоль/л. Авторы также заключили,

что свободный тестостерон в слюне

может быть хорошим маркером для

оценки андрогенного статуса у муж�

чин.

Другая группа [10] использовалa

измерение свободного тестостерона

в слюне не только для диагноза гипо�

гонадизма, но и для мониторинга фармакокинетики

пролонгированного андрогена – тестостерон�бу�

циклата. Наши данные определения свободного

тестостерона в слюне у транссексуала при лечении

его сустаноном подтвердили такую возможность.

В нашем исследовании мы также определили

динамику слюнного тестостерона у здоровых муж�

чин во времени (в течение 5 недель). Было показано,

что изменения концентрации свободного тестосте�

рона в слюне незначительны (коэффицент вариа�

ции 12±3%) но имеют индивидуальные количе�

ственные различия. 

Таким образом, с введением в практику очень чув�

ствительной и специфичной ЛИА�технологии, кон�

центрация тестостерона в слюне может быть широ�

ко использована как объективный и адекватный

гормональный критерий в диагностике различных

форм гипогонадизма у мужчин, а его определение

ЛИА�методом может служить методом выбора для

целого ряда научных исследований, мониторинге и

лечении гонадальных дисфункций, включая изуче�

ние фармакокинетики производных тестостерона

при заместительной терапии. 

Выводы

Концентрация тестостерона в слюне у мужчин,

определенная методом усиленной хемилюминес�

ценции, полностью отражает уровень свободного,

несвязанного с белками, тестостерона в крови.

Концентрация свободного тестостерона в слюне

является адеватным маркером выявления андроген�

ного дефицита у пациентов.

Высокая чувствительность и специфичность

ЛИА�метода в сочетании с неинвазивностью и тро�

стотой получения слюны позволяет рекомендовать

его для широкого использования в диагностиче�

ской практике.

Рис.7. Динамика тестостерона в слюне у транссексуала до и через 
1 неделю введения сустанона
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