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резюме
наследственный сфероцитоз (нС) является самой распространенной причиной развития гемолити-

ческой анемии различной степени тяжести, может приводить к осложнениям: желчнокаменная болезнь, 
сепсис и т. д. трудности в диагностике представляют бессимптомные и атипично протекающие случаи 
нС. актуальным является поиск методов надежной диагностики микросфероцитарных анемий.

в статье описана методика выполнения глицеринового теста по определению скорости лизиса эри-
троцитов, полученные результаты и аналитические характеристики метода. Представленный усовер-
шенствованный глицериновый тест (Гт) с инкубированной кровью, выполняемый на автоматическом 
биохимическом анализаторе с графической регистрацией лизиса эритроцитов является чувствительным, 
быстро выполнимым и надежным способом идентификации нС для широкого применения в клини-
ко-диагностических лабораториях.
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Список сокращений: Га — гемолитическая 
анемия, Гт — глицериновый тест, нС — наслед-
ственный сфероцитоз, оП — оптическая плот-
ность, ФСб — фосфатно-солевой буфер.

наследственный сфероцитоз (нС, по МКб 10: 
d58.0) представляет собой наследственное заболе-
вание, связанное с дефектом мембраны эритроци-
та, сопровождающееся развитием гемолитической 
анемии (Га) различной степени тяжести [1]. в се-
верной части европы нС является самой распро-
страненной причиной наследственной гемолити-
ческой анемии. распространенность среди других 
национальностей недостаточно изучена [2].

При анализе крови пациентов с нС обнаружива-
ются морфологически измененные эритроциты — 
микросфероциты [3]. в перечень рекомендуемых 
исследований для подтверждения диагноза наслед-

ственного сфероцитоза включен метод определе-
ния осмотической резистентности эритроцитов 
[4]. однако вследствие трудоемкости и недостаточ-
ной чувствительности он мало приспособлен для 
скрининга и дифференциальной диагностики нС 
от других гемолитических анемий, что особенно 
актуально для легких или атипично протекающих 
случаев [5]. При латентном течении возникают 
трудности в диагностике, поскольку существую-
щие лабораторные методы не обладают необходи-
мой чувствительностью и специфичностью.

в 1974 году e. l. Gottfried и n. a. robertson 
[6, 7] предложили количественный метод оценки 
скорости лизиса эритроцитов. для этого цельную 
кровь (антикоагулянт na2edTa) инкубировали 
в глицериновом буфере (ph = 7,40) и определяли 
изменение оптической плотности (оП). По скоро-
сти снижения оП оценивали скорость лизиса эри-
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abstract
hereditary spherocytosis (hs) is the most common cause of hemolytic anemia of varying severity can lead 
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троцитов в течение 1800 с. регистрацию кинетики 
разрушения эритроцитов проводили ручным мето-
дом на спектрофотометре. результат определяли, 
как время, необходимое для снижения оП в 2 раза 
от исходной оП (GlT50). однако чувствитель-
ность данного метода составляла лишь 14 %.

в 1980 году a. Zanella [8] модифицировал тест, 
при этом он изменил условия инкубации эритроци-
тов путем снижения рн фосфатно-солевого буфе-
ра (ФСб) до 6,85, а также добавления в реакцион-
ную смесь глицерина в концентрации 300 ммоль/л. 
для этого к 20 мкл цельной крови (антикоагулянт 
na2edTa) добавляли 5,0 мл ФСб (рн 6,85). Су-
спензию тщательно и аккуратно перемешивали, 1,0 
мл переносили в чистую пробирку, добавляли 2,0 
мл глицерина (300 ммоль/л), перемешивали. да-
лее незамедлительно начинали ручную регистра-
цию изменения оП при помощи спектрофотометра 
в течение 1800 с. результат определяли, как вре-
мя, необходимое для снижения оП в 2 раза от ис-
ходного значения оП (аGlT50). тест проводили 
с образцом крови сразу после взятия и повторяли 
его после 24-часовой инкубации при температуре 
37 °С в термостате. По мнению авторов, данная 
модификация теста позволяет выявлять скрытые 
формы нС и имеет большую чувствительность 
(73 %) по сравнению с методом, предложенным e. 
l. Gottfried и n. a. robertson (1974) [7]. однако он 
может быть ложноположительным при различных 
физиологических и патологических состояниях ор-
ганизма, таких как беременность, онкологические 
заболевания и т. д.

ранее предложенные методы оценки осмотиче-
ской резистентности эритроцитов не стандартизи-
рованы, трудоемки, поэтому актуален поиск но-
вых современных методов или совершенствование 
имеющихся, особенно в связи с развитием совре-
менных лабораторных технологий и оснащением 
клинико-диагностических лабораторий автомати-
ческими биохимическими анализаторами.

в связи с этим, целью нашей работы было усо-
вершенствовать глицериновый тест (Гт) путем ав-
томатизации его выполнения, регистрации кинетики 

лизиса эритроцитов на биохимическом анализаторе 
и оценить его значимость для скрининга нС.

материалы и методы
в основную группу были включены 18 паци-

ентов с диагнозом «наследственный сфероцитоз». 
в связи с тяжелым течением заболевания 5 паци-
ентам ранее была проведена спленэктомия. Группа 
сравнения (Га, 32 пациента) включала пациентов 
с различными типами несфероцитарных гемолити-
ческих анемий. Контрольную группу («здоровые» 
лица) составили 25 человек с отсутствием гемато-
логических заболеваний. 

Характеристика групп больных по полу и воз-
расту представлена в таблице 1. Приведены ме-
диана (Ме), нижний (25) и верхний (75) квартили. 
все пациенты на момент обследования проживали 
в Санкт-Петербурге.

Материалом для исследования явилась венозная 
кровь. забор крови производили в пробирки с ан-
тикоагулянтом li-гепарин (vacuette, GreinerBio-
one, австрия), натощак. 

в ходе наших исследований и в связи с недостат-
ками известных методов и техническими возмож-
ностями современных клинико-диагностических 
лабораторий методика проведения Гт нами была 
модифицирована и полностью автоматизирована. 
усовершенствование теста заключалось в измене-
нии условий проведения теста: использование од-
ного глицеринового реактива, который позволяет 
начать измерение оП без предварительного разведе-
ния пробы, автоматизация всего процесса с исполь-
зованием биохимического анализатора и сокраще-
ние времени проведения Гт до 600 с. автоматизация 
процесса состояла в непрерывной регистрации сни-
жения оП в течение 600 с и расчете разности значе-
ний начальной оП и конечной оП. в дальнейшем 
для удобства представления результатов лизиса эри-
троцитов использовали коэффициент 1000 и визу-
альную оценку графиков зависимости снижения оП 
во времени.

для проведения усовершенствованного Гт необ-
ходим биохимический анализатор открытого типа.

таблица 1. характеристика групп больных по полу и возрасту

Группы
возраст, годы Пол

min-max me m Мужской Женский

основная группа (нС, n = 18) 6 61 25,5 27,8 9 9

Группа сравнения (Га, n = 32) 8 56 27,0 29,8 16 16

Контрольная группа
(«здоровые» лица, n = 25) 2 61 20,0 21,5 13 12
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для приготовления глицеринового реактива 11 
мл (13,81 г) глицерина растворяли в 400 мл фос-
фатно-солевом буфере (ФСб, PBs) с рh = 6,85 
и доводили объем до 1 л дистиллированной водой. 
Готовый реактив хранили при температуре 2–8 °С, 
а перед использованием доводили до комнатной 
температуры.

для выполнения Гт в биохимическом анализа-
торе (Гт-0: сразу после взятия крови; Гт-инк: по-
сле 24-часовой инкубации) необходимо установить 
следующие параметры: объем дозируемой жид-
кости (297 мкл реактива и 3 мкл цельной крови), 
тип реакции (кинетика), время исследования (600 
с), температура исследования (37 °С). таким обра-
зом, в автоматическом биохимическом анализаторе 
после дозирования реактива в измерительную кю-
вету, реактив нагревался до 37 °С, затем в кювету 
дозировались 3 мкл цельной крови. После переме-
шивания незамедлительно начиналось измерение 
снижения оП. измерение оП проводили с интер-
валом 1 с в течение 600 с. результат выражали в ус-
ловных единицах в виде разницы между начальной 
и конечной оП. для удобства предоставления дан-
ных ввели фактор 1000.

в нашем исследовании регистрацию скорости 
разрушения эритроцитов проводили на автомати-
ческом анализаторе sapphire-400 (hirose electronic 
system Co., япония), который дает возможность 
оценки результатов как в виде разницы между на-
чальной и конечной оП, так и в виде графиков ки-
нетики разрушения эритроцитов.

для повышения надежности диагностики ми-
кросфероцитарных анемий тест проводили с кро-
вью сразу после взятия и после 24-часовой инку-
бации с глицериновым реактивом при комнатной 
температуре.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с использованием методов не-
параметрической статистики. Методы описатель-
ной статистики включали в себя оценку медианы 
(me), нижнего (25 %) и верхнего (75 %) квартилей. 
для оценки межгрупповых различий значений при-
знаков, имеющих непрерывное распределение, при-
меняли ранговый u-критерий вилкоксона–Манна–

уитни. диагностическую значимость исследуемых 
маркеров оценивали с помощью roC-анализа, 
включающего показатели чувствительности (доля 
истинно положительных случаев) и специфично-
сти (доля истинно отрицательных случаев). точки 
наиболее оптимального расположения пересечения 
на roC-кривой положительных и отрицательных 
примеров определяются как пороговые значения, 
или Сut-off. для получения численного значения 
клинической значимости теста, а также для срав-
нения двух тестов, использовали показатель auC 
(area under Curve), или значение площади под ха-
рактеристической roC-кривой. Статистическую 
обработку материала выполняли с использованием 
программ прикладного статистического анализа 
(statistica for Windows, v. 6.0 и medCalc).

результаты и их обсуждение
результаты глицеринового теста по определе-

нию скорости лизиса эритроцитов c кровью сразу 
после взятия в основной группе (нС) и контроль-
ной группе («здоровые» лица) представлены в та-
блице 2. Приведены медиана (Ме), нижний (25) 
и верхний (75) квартили.

у пациентов основной группы разность началь-
ной и конечной оП достоверно (p < 0,001) выше 
при сравнении с пациентами контрольной группы.

При сравнении результатов глицеринового те-
ста у пациентов основной группы (нС) и группы 
сравнения (Га) (таблица 3) не было установле-
но достоверных различий по разности начальной 
и конечной оП. Приведены медиана (Ме), нижний 
(25) и верхний (75) квартили.

Сравнение результатов глицеринового теста 
по скорости лизиса эритроцитов c кровью сразу 
после взятия в группе сравнения (Га) и контроль-
ной группе («здоровые» лица) отражено в таблице 
4 и показало достоверные различия между группа-
ми (р < 0,001). Приведены медиана (Ме), нижний 
(25) и верхний (75) квартили.

был проведен анализ диагностической ценно-
сти исследуемого параметра, проводимого сразу 
после взятия крови. аналитические характери-
стики глицеринового теста, проводимого с кровью 

таблица 2. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста 
c кровью сразу после взятия в основной и контрольной группах 

Показатель
основная

Группа
p

Контрольная

Гт-0, усл. ед.
Квартили 894; 1256 517; 732

< 0,001
me 949 573
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таблица 3. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста 
c кровью сразу после взятия в основной группе и группе сравнения

Показатель
основная

Группы
p

Сравнения

Гт-0, усл. ед.
Квартили 894; 1256 888; 987 0,4983

me 949 952

таблица 4. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста  
c кровью сразу после взятия в группе сравнения и контрольной группе 

Показатель
Сравнения

Группа
p

Контрольная 

Гт-0, усл. ед.
Квартили 888; 987 517; 732

< 0,001
me 952 573

таблица 5. аналитические характеристики глицеринового теста,  
проводимого с инкубированной кровью для основной группы 

исследуемый параметр результат

AUC 0,902

чувствительность 77

Специфичность 96

индекс youden 0,7378

Сut-off >864

рис. 1. roC-кривая глицеринового теста, проводимого с кровью сразу после взятия  
для выявления пациентов с нС
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сразу после взятия, представлены в таблице 5 и на 
рисунке 1.

чувствительность и специфичность теста со-
ставили 77 и 96 % соответственно. Следователь-
но, Гт, проводимый с кровью сразу после взятия, 
обладает достаточной чувствительностью, но не 
надежен для диагностики нС. в связи с этим тест 
повторили с кровью после 24-часовой инкубации 
при комнатной температуре. 

результаты глицеринового теста по определе-
нию скорости лизиса эритроцитов, теста c инку-
бированной кровью в основной группе (нС) и кон-
трольной группе («здоровые» лица) представлены 
в таблице 6. Приведены медиана (Ме), нижний (25) 
и верхний (75) квартили.

Как видно из таблицы 6, установлены досто-
верные различия (р < 0,001) в разности начальной 
и конечной оП у пациентов с наследственным сфе-
роцитозом и лиц, не имеющих гематологических 
заболеваний, аналогично, как и при глицериновом 
тесте, сразу после взятия крови.

При сравнении результатов глицеринового те-
ста по определению скорости лизиса эритроцитов 
с инкубированной кровью в основной группе (нС) 
и группе сравнения (Га) (табл. 7) выявлено досто-
верное изменение (p < 0,001) показателя Гт-инк 
в отличие от теста, проведенного сразу после взя-
тия крови. Приведены медиана (Ме), нижний (25) 
и верхний (75) квартили.

Показатели глицеринового теста c инкубирован-
ной кровью (Гт-инк) в группе сравнения (Га) и кон-
трольной группе («здоровые» лица) представленные 
в таблице 8, также достоверно отличаются в груп-
пах, как и сразу после взятия крови. Приведены ме-
диана (Ме), нижний (25) и верхний (75) квартили.

для показателя Гт, проводимого после инкуба-
ции, также проводился расчет чувствительности 
и специфичности. аналитические характеристики 
глицеринового теста, проводимого с инкубирован-
ной кровью, для основной группы с использова-
нием roC-анализа представлены в таблице 9 и на 
рисунке 2.

таблица 6. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста  
c инкубированной кровью в основной и контрольной группе 

Показатель
основная

Группа
p

Контрольная 

Гт-инк, усл. 
ед.

Квартили 1094; 1957 530; 745
< 0,001

me 1843 586

таблица 7. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста c 
инкубированной кровью в основной группе и группе сравнения

Показатель
основная

Группы
p

Сравнения

Гт-инк, усл. 
ед.

Квартили 1094; 1957 901; 1000
< 0,001

me 1843 965

таблица 8. разность начальной и конечной оП при проведении глицеринового теста  
c инкубированной кровью в группе сравнения и контрольной группе

 

Показатель
Сравнения

Группы
p

Контрольная

Гт-инк, усл. 
ед.

Квартили 901; 1000 530; 745
< 0,001

me 965 586
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таблица 9. аналитические характеристики 
глицеринового теста, проводимого 

с инкубированной кровью для основной 
группы

исследуемый параметр результат

AUC 0,987

чувствительность 94,44

Специфичность 99

индекс youden 0,94

Сut-off > 968

рис. 2. roC-кривая для глицеринового 
теста, проводимого с инкубированной кровью  

для основной группы (нС)

рис. 3. графическое представление скорости лизиса эритроцитов у пациента основной группы 
(нС)

рис. 4. графическое представление скорости лизиса эритроцитов у пациента из группы 
сравнения (га) с β-талассемией
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из представленных данных видно, что 24-часо-
вая инкубация крови с глицериновым реактивом 
при комнатной температуре позволила увеличить 
диагностическую значимость теста (94 % чувстви-
тельность и 99 % специфичность).

для быстрой визуальной оценки глицериново-
го теста использовались графики. на рисунках 3–5 
представлены примеры графиков скорости лизиса 
эритроцитов у пациентов различных групп. 

изучение кинетики гемолиза эритроцитов у па-
циентов основной группы (нС) отчетливо показа-
ло наличие двух фаз: в начальный период, который 
у всех пациентов в среднем составлял от 50 до 100 
с, снижение оптической плотности происходи-
ло быстрее, чем во второй. Это может указывать, 
что в данной группе лизис эритроцитов протека-
ет быстрее по сравнению с контрольной группой 
и группой сравнения за счет наличия большого ко-
личества микросфероцитов, которые, как известно, 
обладают сниженной резистентностью.

таким образом, полученные нами результаты 
позволяют сделать ряд выводов:

1. Проведение глицеринового теста по опре-
делению скорости лизиса эритроцитов может ис-
пользоваться для подтверждения наличия у паци-
ента нС.

2. достоинством глицеринового теста являет-
ся простота, доступность его выполнения, возмож-
ность выполнения на биохимическом анализаторе.

3. выполнение глицеринового теста с инку-
бированной 24 часа кровью позволяет увеличить 
диагностическую ценность теста.

4. Графическое представление скорости ли-
зиса эритроцитов дает возможность быстро оцени-
вать функцию мембран эритроцитов.

заключение
Представленный усовершенствованный Гт 

с инкубированной кровью, выполняемый на авто-

матическом биохимическом анализаторе с графи-
ческой регистрацией лизиса эритроцитов, позво-
ляет с высокой степенью надежности установить 
диагноз наследственный сфероцитоз, и может быть 
рекомендован для внедрения в клинико-диагности-
ческих лабораториях.
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