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Введение. Частой причиной наследственной гемолитической анемии являются мутации белков 
мембраны эритроцитов, которые приводят к снижению способности эритроцитов деформироваться 
и проходить по узким капиллярам и межэндотелиальным щелям селезенки. Это сокращает время 
жизни эритроцитов в организме и может приводить к гемолитической анемии. Таким образом, 
способность эритроцитов проходить по узким капиллярам может быть хорошим прогностическим 
признаком, характеризующим возможность сокращения времени жизни эритроцита из-за его 
преждевременного гемолиза. Наиболее подходящим для такой диагностики может быть метод 
фильтруемости эритроцитов через искусственные фильтры с порами, диаметр которых несколько 
меньше (от 3 до 5 мкм), чем диаметр самих эритроцитов. Однако использованию этого метода 
препятствует плохая воспроизводимость его описанных вариантов. Недавно предложенный 
модифицированный вариант измерения фильтруемости эритроцитов с помощью прибора  
ИДА-01 показал хорошую чувствительность и специфичность при диагностике наследственного 
сфероцитоза. Однако аналитическая эффективность (точность и специфичность) этого метода 
до сих пор не исследована.
Цель исследования – изучение аналитической эффективности метода измерения фильтруемости 
эритроцитов с помощью прибора ИДА-01.
Материалы и методы. В работе были использованы эритроциты здоровых доноров, выделенные из 
венозной крови и отмытые стандартным способом. Измерены повторяемость результатов (средняя 
относительная ошибка и коэффициент вариации) при анализе времени протекания буфера 
через один и тот же фильтр (n = 10); воспроизводимость измерения фильтруемости эритроцитов 
доноров в двух независимых сериях экспериментов, проведенных в разных институтах и в разные 
дни (n = 15 и n = 31); референсный интервал значения нормальной фильтруемости. Также была 
измерена биологическая чувствительность метода с применением суспензий с различной долей 
нефильтрующихся клеток (эритроцитов, обработанных 0,08% глутаровым альдегидом). Все 
статистические расчеты проведены с помощью программы OriginPro 8.1 (OriginLab Corp., США).
Результаты и их обсуждение. Показано, что используемый прибор ИДА-01 обеспечивает 
хорошую повторяемость результатов (относительная ошибка – 2,79%, коэффициент  
вариации – 3,5%); предел обнаружения составляет 0,2 с; воспроизводимость результатов измерения 
фильтруемости эритроцитов пациентов в двух сериях экспериментов достоверно не различалась 
(тест Фишера); средние величины фильтруемости в этих сериях также достоверно не различались 
(модифицированный тест Стьюдента). Метод не имеет смещения из-за систематической ошибки. 
Определенный референсный интервал фильтруемости для доноров составил 0,81–0,87 (средняя 
величина ± 1 стандартное отклонение). Предел обнаружения патологически измененных клеток 
составил 0,003%. Правильность получаемого результата может зависеть только от корректности 
пробоподготовки (степени освобождения от лейкоцитов и точности гематокрита анализируемой 
суспензии эритроцитов), и при соблюдении всех необходимых условий специфичность прибора 
близка к 100%.
Заключение. Тест фильтруемости эритроцитов, проводимый с помощью прибора ИДА-01, 
высокочувствителен и специфичен. Он очень прост, не требует дорогого оборудования и может 
быть легко выполнен в любой лаборатории. Все это делает данный метод многообещающим для 
диагностики наследственного сфероцитоза.
Ключевые слова: эритроцит, наследственная гемолитическая анемия, фильтруемость, 
фильтрометр ИДА-01, аналитическая чувствительность, специфичность
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Introduction. A common cause of hereditary hemolytic anemia is mutations of erythrocyte membrane proteins, which lead to a 
reduced ability of red blood cells (RBCs) to deform and pass through narrow capillaries and interendothelial slits of the spleen. 
This shortens the lifespan of erythrocytes and may result in hemolytic anemia. Therefore, the ability of RBCs to pass through 
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narrow capillaries may serve as a good prognostic marker of a shortened RBC lifespan due to premature RBC hemolysis. The 
measurement of RBC filterability through artificial filters with 3–5 μm pore size (which is slightly smaller than the diameter of 
RBCs) might be the most suitable diagnostic method. However, the use of this method is hampered by poor reproducibility of its 
previously described variants. A recently proposed modified method for measuring RBC filterability using the IDA-01 device has 
demonstrated good sensitivity and specificity in the diagnosis of hereditary spherocytosis. However, its analytical performance 
(accuracy and specificity) has not yet been studied.
Aim: to evaluate the analytical performance of the erythrocyte filterability measuring method using the IDA-01 filtrometer.
Materials and methods. In this study, we used RBCs from healthy donors isolated from venous blood and washed using a 
standard procedure. The following parameters were analyzed: repeatability of the results (mean relative error and coefficient of 
variation) when measuring buffer flow time through the same filter (n = 10); reproducibility of the donor erythrocyte filterability 
measurements in two independent series of experiments conducted at different sites on different days (n = 15 and n = 31); 
and the reference range for normal filterability. The biological sensitivity of the method was also measured using suspensions 
containing varying amounts of non-filterable cells (RBCs exposed to 0.08% glutaraldehyde). All statistical calculations were 
performed using OriginPro 8.1 (OriginLab Corp., USA). 
Results and discussion. The IDA-01 device demonstrated good repeatability of measurements (relative error 2.79%, 
coefficient of variation 3.5%); the detection limit was 0.2 s; the reproducibility of erythrocyte filterability measurements in 
the two experimental series did not differ significantly (Fisher's test); the mean filterability values in these series also did not 
differ significantly (modified Student's t-test). The method is not biased. The reference range of filterability for donors was  
0.81–0.87 (mean ± 1 standard deviation). The detection limit for pathologically altered cells was 0.003%. The accuracy of 
the results depends only on correct sample preparation (the degree of leukocyte removal and a constant hematocrit level in 
erythrocyte suspension). When all necessary conditions are met, the device specificity approaches 100%.
Conclusion. The erythrocyte filterability test performed using the IDA-01 device has high sensitivity and specificity. It is very 
simple, does not require expensive equipment, and can be easily performed in any laboratory, making it a promising method for 
the diagnosis of hereditary spherocytosis.
Keywords: erythrocyte, hereditary hemolytic anemia, filterability, IDA-01 filtrometer, analytical sensitivity, specificity 
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Анемия – состояние, при котором снижается 
кислородная емкость крови из-за уменьшения 
концентрации гемоглобина и/или количе-

ства эритроцитов, что может вызывать гипоксию и 
гипоксемию. Один из основных механизмов развития 
анемии – гемолиз – связан с ускоренным разруше-
нием и, следовательно, сокращением продолжитель-
ности жизни эритроцитов в кровотоке.

Наследственные гемолитические анемии (НГА) 
могут иметь различные причины, связанные с 
аномалиями ферментов метаболизма эритроцитов, 
эритроцитарных мембран или нарушением струк-
туры и синтеза гемоглобина [1–4]. Эти причины 
разнообразны, но клинические признаки гемолити-
ческих анемий часто очень похожи, что затрудняет 
их дифференциальную диагностику. Как правило, 
к клиническим признакам НГА относятся гемолиз, 
уменьшение количества эритроцитов, снижение 
концентрации гемоглобина в крови (до <110 г/л), 
желтуха, увеличение количества ретикулоцитов, 
спленомегалия, развитие желчнокаменной болезни, 
повышение концентрации неконъюгированного били-
рубина в сыворотке и снижение концентрации гапто-
глобина, лактата и пирувата [5].

Для выполнения своей физиологической 
функции (транспорта газов) эритроциты должны 
длительное время циркулировать в кровотоке, 
достигая всех тканей, что включает многократное 
прохождение через узкие капилляры и селезеночные 
синусы, диаметр которых в 2–3 раза меньше диаметра 
эритроцитов. Это обеспечивается уникальной гибко-
стью и деформируемостью эритроцитов, которая 
является функцией структуры белков цитоскелета и 
зависит от поддержания объема эритроцитов и отно-
шения площади поверхности мембраны к объему 
клетки. Неспособность к деформации приводит к 

сокращению продолжительности жизни эритроцитов 
из-за их разрушения и, следовательно, к гемолизу 
[6, 7]. Таким образом, измерение деформируемости 
эритроцитов может быть хорошим диагностическим 
признаком возможной анемии. 

Снижение деформируемости эритроцитов 
сильнее влияет на микрореологию крови, чем на 
ее макрореологию, поскольку в узких капиллярах 
силы, действующие на эритроциты (сдвиговое напря-
жение), могут быть в 10–100 раз больше, чем те, 
которые действуют на них в крупных сосудах [8]. В 
настоящее время для определения деформируе-
мости эритроцитов используются различные методы. 
Подробное описание этих методов можно найти в 
опубликованных обзорах [6, 9–12]. Однако почти все 
эти методы не подходят для рутинной диагностики 
способности эритроцитов проходить через узкие 
капилляры. Некоторые из них измеряют деформацию 
эритроцитов (их отклонение от дисковидной формы) 
при протекании клеточной суспензии в среде высокой 
плотности через канал, диаметр которого превышает 
диаметр эритроцита. Такой подход позволяет опре-
делить только средние параметры деформируемости 
во всей популяции эритроцитов, но не способен 
выявить небольшую долю клеток (~0,1–1,0% их 
общего числа) с пониженной деформируемостью, 
которые могут серьезно влиять на микрореологию 
крови в организме. К таким методам относятся экта-
цитометрия в различных вариантах (с осмотическим 
или кислородным градиентом) [13–16] или цитоме-
трия деформируемости в реальном времени [17], 
когда анализируются изображения эритроцитов, 
проходящих через камеру проточного цитометра, 
полученные под микроскопом с помощью высоко-
скоростной видеокамеры. Другие методы (аспирация 
эритроцитов в микрокапилляр [18], атомно-силовая 
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микроскопия [19, 20], оптический пинцет [21–23] и 
др.) не подходят для рутинной диагностики, поскольку 
они работают с отдельными клетками, и, следова-
тельно, для надежной идентификации небольшой 
доли плохо деформируемых клеток с помощью таких 
методов необходимо обработать не менее 50 тыс. 
отдельных клеток, что очень трудоемко и занимает 
много времени. 

Еще одна группа методов для оценки способности 
эритроцитов деформироваться – фильтрационные 
методы, которые измеряют скорость прохождения 
эритроцитов через искусственные фильтры с порами, 
диаметр которых несколько меньше, чем диаметр 
эритроцитов [24–26]. В описанных ранее вариантах 
этих методов фильтруемость измеряли либо как 
время протекания через фильтр определенного 
объема цельной крови или суспензии эритроцитов, 
либо как отношение давление–поток. При этом филь-
трация клеток через поры проходит под действием 
гравитации или путем приложения положительного 
или отрицательного давления. В таких постановках 
метод измерения фильтруемости эритроцитов имеет 
плохую воспроизводимость. Это связано с тем, что 
если для фильтрования использовали цельную кровь, 
то часть пор может блокироваться плохо фильтру-
ющимися бóльшими по размеру лейкоцитами или 
микроагрегатами тромбоцитов. Если же фильтруе-
мость эритроцитов характеризовали только временем 
прохождения через фильтр определенного объема 
суспензии отмытых эритроцитов, то, так как фильтры 
даже внутри одной серии всегда недостаточно одно-
родны и имеют вариации в размере и числе пор, 
измеряемое время фильтрации образца при прохож-
дении через разные фильтры сильно варьирует даже 
для одной и той же суспензии [24–26]. 

Появившиеся не так давно методы микро-
флюидики [27–29] измеряют скорость прохож-
дения суспензии эритроцитов не через фильтры, а 
через микрофлюидные чипы с каналами различной 
толщины и геометрии, имитирующими структуру 
капилляров и межэндотелиальных щелей в селезенке 
(при контролируемом давлении). Процесс дефор-
мации фиксируется с помощью высокоскоростной 
видеомикроскопии. Эти методы претендуют на то, что 
измеряют ток эритроцитарной суспензии в условиях, 
максимально приближенных к реально существу-
ющим in vivo. Однако их применение сильно ограни-
чено необходимостью специального дорогостоящего 
оборудования, сложностью изготовления и высокой 
стоимостью микрофлюидных чипов, а главное – слож-
ностью стандартизации условий эксперимента, что 
препятствует сравнению результатов, полученных как 
в одной, так и в разных лабораториях. Таким образом, 
для улучшения диагностики причин гемолитических 
анемий необходимо иметь стандартизованный метод 

и соответствующую установку, позволяющие опре-
делять способность эритроцитов деформироваться и 
проходить через узкие капилляры, так как именно эта 
способность определяет микрореологию крови.

Наиболее подходящим методом для харак-
теристики способности эритроцитов проходить 
через узкие капилляры могло бы быть измерение 
фильтруемости эритроцитов через искусственные 
мембранные фильтры с диаметром пор от 3 до 5 мкм. 
Однако этот метод никогда не использовался для 
диагностики НГА, поскольку, как было сказано выше, 
его описанные в литературе варианты имеют плохую 
воспроизводимость. Недавно мы впервые предложили 
использовать модифицированный метод измерения 
фильтруемости эритроцитов для дифференциальной 
диагностики наследственного сфероцитоза (НС) на 
фоне других НГА (дефицита пируваткиназы (ДПК) и 
наследственного стоматоцитоза (НСт)) [30]. 

Механизмы, лежащие в основе этих состо-
яний, различаются. В то время как при ДПК нару-
шаются метаболизм эритроцитов и энергетический 
баланс из-за снижения активности гликолитического 
фермента пируваткиназы, при НС, НСт и других НГА, 
связанных с нарушениями строения мембран, анемия 
вызывается генетическими мутациями, приводящими 
к качественному или количественному дефициту 
определенных мембранных белков (рисунок 1).

При НС нарушаются взаимодействия между 
белками, которые связываются с цитоскелетом 
внутренней мембраны эритроцита и его наружным 
липидным бислоем (белки комплексов, определя-
ющих вертикальные взаимодействия в мембране) 
[2]. НСт вызывается нарушением гидратации эритро-
цитов. Это гетерогенная группа заболеваний, 
связанных с нарушениями водно-солевого баланса 
эритроцитов из-за изменений проницаемости 
мембраны для ионов калия и натрия, что приводит 
к изменениям объема эритроцитов [32–34]. Любые 
аномалии мембраны сопровождаются снижением 
способности эритроцитов деформироваться при 
прохождении через микрокапилляры. Для диагно-
стики НГА мы предложили модифицированный метод 
измерения фильтруемости эритроцитов. Для этого 
был использован ранее разработанный и запатенто-
ванный прибор ИДА-01 [30, 35–37] (рисунок 2). 

Чувствительность предлагаемого метода была 
увеличена за счет использования суспензии отмытых 
эритроцитов вместо цельной крови и уменьшения 
разброса результатов, возникающего из-за недо-
статков используемых фильтров. Для этого мы 
определяли фильтруемость каждой суспензии как 
отношение времени, за которое буфер проходит 
через фильтр, ко времени, за которое такое же коли-
чество суспензии эритроцитов проходит через тот 
же фильтр. Эта нормировка снимает ограничения, 
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Рисунок 1
Схематическое представление белков (отдельных белков – ионных каналов (PIEZO1 и KCNN4) и комплексов 
белков цитоскелета мембраны эритроцитов), ответственных за развитие различных мембранопатий эритроци-
тов [31]
GPA – гликофорин A; GPC – гликофорин C; Band3 – белок полосы 3; Rh – белок резус-фактора; RhAG – гликопротеин, 
ассоциированный с резус-фактором; Stomatin – стоматин; 4.1 – белок 4.1R; GLUT1 – транспортер глюкозы; Actin – актин; 
Ankyrin – анкирин; 4.2 – белок 4.2; CD47 – клеточные детерминанты 47; a-spectrin – a-спектрин; b-spectrin – b-спектрин; 
p.55 – белок 55; Tropomodulin – тропомодулин; PIEZO1 – механочувствительный канал, образующий пору в мембране, 
через которую могут транспортироваться ионы, аденозинтрифосфат, другие малые молекулы и вода; KCNN4 – активи-
руемый ионами Ca2+ калиевый канал (канал Гардоса). Пунктирные рамки обозначают белковые комплексы, нарушения в 
которых вызывают определенные типы заболеваний (НС, наследственный эллиптоцитоз и пиропойкилоцитоз или дегидра-
тированный НСт) 
Figure 1
A schematic representation of proteins (individual proteins (ion channels PIEZO1 and KCNN4) and protein complexes of red 
cell membrane cytoskeleton), responsible for the development of different red blood cell membranopathies [31] 
GPA – glycophorin A; GPC – glycophorin C; Band3 – the band 3 protein; Rh – the rhesus factor protein; RhAG – rhesus-associated glycopro-
tein; 4.1 – the 4.1R protein; GLUT1 – glucose transporter; 4.2 – the 4.2 protein; CD47 – cell determinants 47; р.55 – the protein 55; PIEZO1 – a 
mechanosensitive channel forming a pore in the membrane, through which ions, adenosine triphosphate, other small molecules and water 
can be transported; KCNN4 – Ca2+ activated potassium channel (the Gárdos channel). Dashed frames represent protein complexes, whose 
defects underlie certain types of diseases (hereditary spherocytosis, hereditary elliptocytosis and pyropoikilocytosis or dehydrated hereditary 
stomatocytosis) 

Рисунок 2
Схема прибора для измерения фильтруемости эри-
троцитов ИДА-01 
1 – колонка; 2 – держатель колонки; 3 – ячейка для 
образца; 4 – измерительный зонд; 5 – блок регистрации 
времени протекания образца через фильтр; 6 – провод 
высокой гибкости алюминиевый 3-жильный; 7 – провод 
высокой гибкости алюминиевый 2-жильный с адаптером 
для подключения к блоку питания; 8 – фильтр полиэтилен-
терефталатный; 9 – затвор
Figure 2
A scheme of the device for measuring erythrocyte filterabil-
ity (the IDA-01)
1 – a column; 2 – a column holder; 3 – a sample well; 4 – a meas-
uring probe; 5 – a block for registering time of flow of the sample 
through the filter; 6 – a 3-core highly flexible aluminum wire; 7 – a 
2-core highly flexible aluminum wire with power adapter; 8 – poly-
ethylene terephthalate filter; 9 – a stopcock

связанные с различием в свойствах пор фильтра, 
которые вносят основной вклад в невоспроизводи-
мость. В таком варианте метод дает возможность 
почувствовать присутствие в суспензии даже малой 
фракции плохо фильтрующихся клеток.

Полученные в работе Д.С. Прудинника и соавт. 
[30] результаты показали, что по сравнению с филь-

труемостью эритроцитов здоровых доноров наиболее 
значительно фильтруемость снижается при сферо-
цитозе, менее значительно – при HСт и очень мало 
изменяется при ДПК.

Таким образом, тест фильтруемости эритроцитов 
оказался достаточно чувствительным и специфичным 
при диагностике HС и не уступал в этом отношении 



158

Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology
2026 | Vol. 25 | № 2 | 154‒164

О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

ЭMA-тесту, который на сегодняшний день считается 
лучшим для такой диагностики [30]. Однако аналити-
ческая эффективность (точность, чувствительность, 
специфичность) использованного для измерения 
фильтруемости эритроцитов прибора ИДА-01 до сих 
пор не была исследована подробно. Этому посвящена 
настоящая работа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Доноры 
Для характеристики аналитической эффектив-

ности прибора ИДА-01 и определения референсного 
интервала нормальных значений фильтруемости 
эритроцитов в работе были использованы выде-
ленные из периферической венозной крови и 
отмытые стандартным способом эритроциты доноров 
(n = 46) (медиана и область возраста – 36 (17–75) 
лет, мужчин было 34, женщин – 12). Для опреде-
ления биологической чувствительности метода, т. е. 
доли измененных клеток, которую прибор способен 
достоверно отличить от клеток здоровых доноров, 
был создан ряд образцов, в которых при одинаковом 
общем гематокрите (Ht) 1% присутствовала разная 
доля клеток с плохой фильтруемостью (от 0,003% 
до 0,03%). В качестве клеток с плохой фильтруемо-
стью были использованы эритроциты того же донора, 
обработанные 0,08% раствором глутарового альде-
гида.

Забор крови и пробоподготовка
Кровь доноров забирали в вакуумную пробирку 

объемом 3 мл (S-monovette, Sarstedt, Германия) 
с 3,2% (0,106M) цитратом натрия или в вакуумную 
пробирку объемом 2,6 мл (S-monovette, Sarstedt, 
Германия) с K3ЭДTA в качестве антикоагулянта. 
Оба антикоагулянта для измерения фильтруемости 
эритроцитов равнозначны. Для выделения эритро-
цитов кровь была центрифугирована при 1000g 
в течение 8 мин. Верхний слой плазмы вместе с 
лейкотромбослоем был удален, и далее эритро-
циты отмывались центрифугированием при 1000g в 
течение 8 мин 2 раза 4-кратным объемом сначала 
забуференного фосфатом солевого раствора (PBS) 
(2,7 мМ KCl, 137 мМ NaCl, 10 мМ Na2HPO4, 1,76 мМ 
КН2РО4, рН 7,4), приготовленного путем растворения 
1 таблетки коммерческого препарата PBS (Sigma-
Aldrich. США) в 200 мл дистиллированной воды, 
а затем заранее приготовленного буфера Тироде  
(135 мM NaCl, 4 мM KCl, 0,33 мM NaH2PO4, 1 мM MgCl2, 
11 мM глюкозы, 2,5 мM CaCl2, 10 мM HEPES и 1 мг/мл 
бычьего сывороточного альбумина, pH 7,4). Отмытые 
эритроциты были последовательно ресуспендиро-
ваны в растворе Тироде до Ht 1% и использованы для 
измерения фильтруемости.

Приготовление эритроцитов, обработанных 
глутаровым альдегидом

Для приготовления эритроцитов со сниженной 
деформируемостью из отмытых 2 раза раствором 
PBS эритроцитов готовили суспензию с Ht 40%. К 
300 мкл этой суспнзии добавляли 300 мкл раствора 
глутарового альдегида (0,16%) и инкубировали 
смесь в течение 10 мин при комнатной темпе-
ратуре. Затем к 500 мкл этой смеси добавляли  
9500 мкл буфера GASP (9 мM Na2HPO4, 1,3 мM NaH2PO4,  
140 мM NaCl, 5,5 мM глюкозы, 10 мг/мл бычьего 
сывороточного альбумина, pH 7,4, 290 мОсм), пере-
мешивали и центрифугировали при 1000g в течение 
8 мин. Снимали надосадок и добавляли 9500 мкл 
буфера Тироде. В результате получали суспензию 
обработанных глутаровым альдегидом эритроцитов 
с Ht 1%.

Измерение фильтруемости эритроцитов
Для проведения измерения колонку прибора 

ИДА-01 (рисунок 2) заполняли буфером (Тироде,  
1,4 мл), сверху накладывали полиэтилентереф-
талатный фильтр производства Объединенного 
института ядерных исследований (Дубна, Москов-
ская область) (диаметр фильтра – 16 мм2, диаметр 
цилиндрических пор – 3,5 мкм, толщина фильтра –  
10 мкм), затем на колонку сверху навинчивали ячейку 
для образца, в которую вносили 570 мкл буфера 
Тироде, закрывали измерительным зондом (крышкой, 
в которую вмонтировано 3 игольчатых электрода) и 
открывали затвор внизу колонки, позволяя буферу 
протекать через фильтр и вытекать из установки. 
Блок электронной регистрации времени протекания 
образца через фильтр включается автоматически, 
когда в ячейку для образца вводят измерительный 
зонд и открывают затвор. Фиксировали время проте-
кания 250 мкл буфера через фильтр (tb). Нижний 
затвор прибора закрывали после того, как из верх-
него отсека вытечет весь буфер. Не меняя фильтр, 
помещали в ячейку для образца 570 мкл суспензии 
исследуемых эритроцитов (Ht 1%). Вводили в ячейку 
для образца измерительный зонд. Открывали нижний 
затвор и фиксировали время протекания 250 мкл 
суспензии через фильтр (ts). Рассчитывали показа-
тель фильтруемости:

F = tb / ts. 

Статистическая обработка данных
Всю статистическую обработку проводили в 

программе OriginPro 8.1 (OriginLab Corporation, 
Northampton, MA, США).

Нормальность распределения величин фильтру-
емости эритроцитов доноров была доказана методом 
Шапиро–Вилка, поэтому далее результаты были 
обработаны с использованием критерия Стьюдента.
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При определении референсного интервала 
нормальных значений фильтруемости эритроцитов 
были оценены среднее арифметическое значение 
фильтруемости (Fср) и стандартное отклонение  
(±SD).

Достоверность различий относительных ошибок 
в двух независимых сериях экспериментов, прове-
денных в разных лабораториях для измерения воспро-
изводимости результатов, была оценена с помощью 
теста Фишера. Учитывая, что ошибки в двух сериях не 
различались достоверно, то есть что дисперсии были 
однородны, сравнение средних величин фильтруе-
мости, полученных в каждой из серий экспериментов, 
было проведено согласно модифицированному тесту 
Стьюдента [38]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Аналитическая эффективность прибора для 
определения фильтруемости эритроцитов определя-
ется его аналитической чувствительностью и специ-
фичностью. 

Параметры, определяющие аналитическую 
чувствительность 

Точность определения времени фильтрации, 
которую позволяет прибор

В существующем варианте прибора ИДА-01 
время измеряется с точностью до ±0,1 с. Изме-
рение может происходить непрерывно от 0 до 999,9 с  
(16,67 мин), после этого прибор быстро обнуляется, 
и, если необходимо, измерение может быть сразу 
продолжено. Однако практически такие времена 
измерять не требуется.

Сходимость (повторяемость) результатов 
Для изучения повторяемости результатов изме-

рений одним и тем же оператором в один и тот же 
день на одном и том же приборе было измерено  
10 раз время протекания через один и тот же фильтр 
250 мкл буфера Тироде, который используется при 
определении фильтрации эритроцитов с помощью 
предлагаемого прибора (tb). Из полученных резуль-
татов были рассчитаны: средняя величина (tbср, с); 

SD (с); относительная ошибка каждого измерения, 
равная |tbi – tbср| × 100 / tbср (%), и средняя относи-
тельная ошибка измерений, а также коэффициент 
вариации, определенный как величина SD относи-
тельно средней величины (%) (таблица).

Поскольку при оценке качества измерительной 
системы принято считать хорошей величину 
коэффициента вариации <10% и величину отно-
сительной ошибки <5%, можно считать, что повторя-
емость результатов при измерении прибором ИДА-01 
времени протекания через фильтр буфера Тироде 
оказалась очень хорошей. 

Предел обнаружения
Предел обнаружения (limit of detection) опреде-

ляет, какую величину сигнала прибор может надежно 
отличить от фона (в нашем случае от времени 
протекания через фильтр буфера без клеток). По 
определению принято считать эту величину равной 
3,3 × SD фона, так как при этом 99,9% случайных 
отклонений при измерении фона будут отсечены. 
В нашем приборе при 10-кратном повторении 
пропускания буфера через один и тот же фильтр 
величина SD составила 0,06 с, а предел обнаружения –  
3,3 × 0,06 = 0,198 с, или ~0,2 с.

Воспроизводимость результатов измерения
Воспроизводимость результатов показывает, 

насколько хорошо результаты совпадают, если они 
получены в разных лабораториях, разными опера-
торами, в разные дни. Для определения воспроиз-
водимости результатов было проведено измерение 
фильтруемости эритроцитов доноров в двух сериях 
экспериментов:

1) в Городской клинической больнице №40 
Департамента здравоохранения г. Москвы (n = 15);

2) в лаборатории биофизики ФГБУ «НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России (n = 31). 

Внутри каждой серии измерения также были 
проведены в разные дни. Статистическая обработка 
результатов была проведена согласно работе А.В. 
Гармаш и Н.М. Сорокина [38]. 

Нормальность распределения значений фильтру-
емости эритроцитов в каждой серии экспериментов 

Таблица 
Повторяемость результатов измерения времени протекания через фильтр 250 мкл буферного раствора Тироде
Table 
Repeatability of measurements of the filtration time of 250 μL Tyrode buffer solution
Повторное 
измерение
Repeated 
measurement

tbi, сtbi, s

Повторное 
измерение

Repeated 
measurement

tbi, сtbi, s

Среднее 
значение tbi, сMean tbi, s

SD, с
SD, s

Средняя 
относительная 

ошибка, %
Mean relative error, %

Коэффициент 
вариации, %

Coefficient  
of variation, %

№1 1,7 №6 1,7

1,72 0,06 2,79 3,5
№2 1,7 №7 1,6
№3 1,8 №8 1,7
№4 1,8 №9 1,7
№5 1,8 №10 1,7
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была проверена и доказана тестом Шапиро–Вилка, 
поэтому далее результаты были обработаны с 
использованием критерия Стьюдента.

Отдельная статистическая обработка результатов 
каждой серии измерения фильтруемости эритроцитов 
доноров показала следующее:

1) ГКБ №40: средняя фильтруемость Fср1 = 0,8437; 
SD1 = 0,0352; n1 = 15; f1 = 14; 

2) лаборатория биофизики: Fср2 = 0,8371;  
SD2 = 0,0305; n2 = 31; f2 = 30,

где Fср1 и Fср2 – средние значения фильтруемости 
в каждой серии измерений; SD1 и SD2 – соответ-
ствующие стандартные отклонения, n1 и n2 – число 
измерений в каждой серии; а f1 и f2 – число соответ-
ствующих степеней свободы в каждой серии изме-
рений.

Сравнение воспроизводимости результатов в 
обеих сериях измерений было проведено с помощью 
теста Фишера.

Согласно этому критерию воспроизводимости не 
различаются значимо в том случае, если показатель 
x = SD1

2 / SD2
2 не превышает коэффициент Фишера, 

рассчитанный для выбранного уровня значимости (р) 
и соответствующих степеней свободы для каждой 
из серий проведенных измерений (f) (коэффициент 
Фишера берется из таблиц).

В нашем случае:
x = SD1

2 / SD2
2 = 1,2 × 10–3 / 9,3 × 10–4 = 1,29 < 2,74 

(коэффициент Фишера при p = 0,99, f1 = 14, f2 = 30). 
Таким образом, воспроизводимость в обеих 

сериях экспериментов достоверно не различается 
(дисперсии однородны).

После этого было исследовано, существуют 
ли достоверные различия между средними величи-
нами фильтруемости, полученными в обеих сериях. 
Поскольку дисперсии однородны, для этого можно 
применить модифицированный тест Стьюдента. 
Условием отсутствия достоверных различий средних 
значений двух серий измерений в этом тесте явля-
ется:

x1 = |Fср1–Fср2| × [n1 × n2 / (n1 + n2)]
1/2 / SDср < t 

(p = 0,99, f = n1 + n2 – 2 = 44), 
где t –соответствующий коэффициент Стьюдента для 
определенного уровня значимости и числа степеней 
свободы f. 

В нашем случае t = 2,69 (из таблиц коэффици-
ентов Стьюдента).

SDср = [(f1 × SD1
2 + f2 × SD2

2) / (f1 + f2)]
1/2 = 0,0321.

Таким образом: 
x1 = [(0,8437–0,8371) × (15 × 31 / 46)1/2] /  
SDср = 0,0066 × 3,1794 / 0,0321 = 0,6537.

Очевидно, что средние значения в обеих сериях 
измерений достоверно не различаются даже при  
р = 0,99, так как x1 < t. Обе серии измерений можно 
анализировать совместно.

Отличное совпадение полученных в разных лабо-
раториях средних величин говорит о том, что метод 
не имеет смещения из-за систематической ошибки.

В результате получаем, что средняя фильтруе-
мость эритроцитов доноров ± SD равна 0,84 ± 0,03  
(n = 46, коэффициент вариации – 3,57%).

Далее в качестве референсного интервала 
нормальных значений используем значения среднего 
± 1 SD (т. е. от 0,81 до 0,87).

Величины фильтруемости эритроцитов, а также 
относительные ошибки в их определении, полученные 
в каждой серии измерений, приведены на рисунке 3.

Общее распределение всех измеренных в 
двух сериях величин фильтруемости эритроцитов 
здоровых доноров приведено на рисунке 4. 

Предел обнаружения патологически изме-
ненных клеток (определение биологической 
чувствительности прибора)

Чтобы определить биологическую чувствитель-
ность, т. е. минимальное число клеток с плохой 
фильтруемостью, которую прибор может устано-
вить достоверно, был поставлен эксперимент, в 
котором была приготовлена серия суспензий клеток 
одного донора, в которой при постоянном общем Ht 
суспензии 1% количество плохо деформируемых 
клеток в пробах было различным. В качестве них 
были использованы клетки того же донора, обра-
ботанные 0,08% раствором глутарового альдегида. 
Эксперимент показал, что фильтрация суспензии 
снижалась линейно при повышении процента плохо 
деформируемых клеток в образце (рисунок 5). 

Чтобы определить минимальную концентрацию 
плохо деформируемых клеток, которую можно 
отличить от хорошо деформируемых достоверно 
(т. е. определить биологическую чувствительность 
прибора), фильтруемость исходных клеток была 
принята за фон, а предел обнаружения был рассчитан 
как 3,3 × SD хорошо деформируемых клеток. Средняя 
величина фильтруемости исходных клеток донора 
(хорошо деформируемых) и соответствующая их 
величина SD в проведенной серии экспериментов 
были определены из повторных измерений (n = 5). 
Область, соответствующая Fср хорошо деформируемых 
клеток ± 3,3 × SD хорошо деформируемых клеток была 
равна 0,82 ± 0,05 (т. е. 0,77–0,87). Значения фильтруе-
мости, выходящие за пределы этого интервала, отлича-
ются от фильтруемости хорошо деформируемых клеток  
достоверно. 

Из представленного графика видно, что прибор 
достоверно определяет присутствие в суспензии 0,003% 
нефильтрующихся клеток, причем измеряемая зави-
симость линейна, по крайней мере, до концентрации 
нефильтрующихся клеток 0,03%. При этом величина 
исходной фильтруемости падает более чем в 9 раз. 
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Рисунок 3
Распределение результатов измерения фильтруемости эритроцитов доноров (А) и относительных ошибок (Б)  
в двух сериях измерений, проведенных в разных лабораториях
Размер боксов соответствует области от 25-го до 75-го процентиля всех измеренных величин. Медианы показаны го-
ризонтальными линиями, длина «усов» соответствует 1 SD, приведены средние арифметические значения (обозначены 
квадратами)
Figure 3
The distribution of measurements of red blood cell filterability in the donors (A) and of relative errors (Б) in two series of ex-
periments performed at different laboratories
Boxes extend from the 25th to the 75th percentile of all the measured values. The medians are shown as horizontal lines, the whiskers repre-
sent 1 SD, and the squares represent mean values 

Рисунок 4
Распределение значений фильтруемости эритроцитов в группе доноров (n = 46)
Данные результаты были использованы для определения референсного интервала нормальных значений фильтруемости 
эритроцитов, который был определен как величина среднего значения этого показателя в группе доноров ± 1 SD (так как 
согласно тесту Шапиро–Вилка эти значения следуют нормальному распределению). Полученный референсный интервал 
составил 0,81–0,87. Размер бокса соответствует области, включающей от 25-го до 75-го процентилей всех полученных 
значений. Горизонтальная линия представляет медиану всех значений (0,84), которая совпадает с их средним арифмети-
ческим, обозначенным квадратом. Длина усов соответствует величине 1 SD 
Figure 4
The distribution of red blood cell filterability values in the donor group (n = 46) 
These results were used to establish the normal reference range of erythrocyte filterability which was determined as a mean value in the 
donor group ± 1 SD (because according to the Shapiro-Wilk test, these values follow the normal distribution). The determined reference range 
was 0.81–0.87. The box extends from the 25th to the 75th percentile of all the measured values. The horizontal line represents the median of 
all the values (0.84), which coincides with the mean value (shown as a square). The whiskers represent 1 SD
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О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

Рисунок 5
Зависимость величины фильтруемости суспензии 
эритроцитов от содержания в ней нефильтрующих-
ся (обработанных 0,08% глутаровым альдегидом) 
клеток
Интервал, соответствующий Fср ± 3,3 × SD, был рассчитан 
как из измеренного среднего значения и SDср фильтру-
емости эритроцитов донора (n = 5), так и из полученной 
линейной аппроксимации. При этом получилось, что в 
обоих случаях уже первое значение фильтруемости при 
концентрации плохих клеток 0,003% достоверно отличает-
ся от фильтруемости хорошо деформируемых клеток
Figure 5
The dependence of filterability of RBC suspension on the 
percentage of non-filterable cells (exposed to 0.08% gluta-
raldehyde) 
The interval corresponding to Fmean ± 3.3 × SD was calculated both 
from the measured mean and SDmean of donor erythrocyte filterabil-
ity values (n = 5) and from the linear approximation. In both cases, 
the first filterability value at a concentration of 0.003% of poorly 
deformable cells was already significantly different from the filter-
ability of normal cells

Ht плохо деформируемых (глутаровых) клеток, %
Ht of poorly deformable (glutaraldehyde hardened) cells, % 
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Fср ± SD = 0,76 ± 0,01895
Fmean ± SD = 0.76 ± 0.01895
Fср ± 3,3 × SD = 0,76 ± 0,06 = (0,70–0,82)
Fmean ± 3,3 × SD = 0.76 ± 0.06 = (0.70–0.82)

Рассчитано по аппроксимации (синий фон) 
Calculated from the approximation (blue)

Fср ± SD = 0,82 ± 0,0165 
Fmean ± SD = 0.82 ± 0.0165 
Fср ± 3,3 × SD = 0,82 ± 0,05 = (0,77–0,87)
Fmean ± 3.3 × SD = 0.82 ± 0.05 = (0.77–0.87)

Измерено (n = 5) (зеленый фон)  
Measured (n = 5) (green)

Специфичность прибора для измерения филь-
труемости эритроцитов

В принципе прибор может измерять время 
протекания через фильтр суспензии любых частиц, 
которые способны проходить через поры диаметром 
3–5 мкм. Специфичность прибора определяется его 
способностью измерять именно тот показатель, для 
которого прибор предназначен, исключая влияние 
посторонних факторов.

При измерении фильтруемости эритроцитов 
с помощью прибора ИДА-01 определяется время 
протекания через фильтр либо стандартного буфера 
(Тироде), либо 1% суспензии отмытых стандартным 
способом эритроцитов в том же буфере. Проверено, 
что время протекания буфера практически не изме-
няется при возможных незначительных ошибках (от 
1 до 3%) в концентрациях его компонентов. Время 
протекания суспензии эритроцитов может зави-
сеть только от свойств самих эритроцитов (которые 
измеряются), поскольку проба всегда содержит 
только стандартно отмытые эритроциты в стан-
дартном буфере и не содержит никаких возможных 
примесей из образца крови пациента, которые могли 
бы повлиять на результат измерения (лекарственные 

соединения, другие клетки крови и белки плазмы). 
Таким образом, состав образца всегда постоянен и 
не содержит никаких возможных интерферентов. 

Правильность получаемого результата может 
зависеть только от корректности пробоподготовки, 
а именно от полноты освобождения пробы крови от 
лейкоцитов, имеющих больший, чем у эритроцитов, 
клеточный диаметр, и от точности величины Ht приго-
товленной для анализа суспензии отмытых эритро-
цитов. 

Если среднее содержание эритроцитов в крови 
составляет примерно 4 × 1012 клеток/л крови (при Ht 
примерно 40%), то в отцентрифугированной крови (до 
Ht примерно 80%) их количество составляет 8 × 1012 

клеток/л суспензии или 8 × 109 клеток/мл суспензии 
или 2 × 109 клеток/250 мкл 80% суспензии. После 
разбавления до Ht 1% количество эритроцитов в 
суспензии будет примерно 2,5 × 107 штук/250 мкл.  
С другой стороны, если средняя концентрация 
лейкоцитов в крови (при Ht 40%) составляет  
10 × 109 клеток/л, то после центрифугирования 
(до Ht эритроцитов 80%) и при условии, что снятие 
лейкотромбослоя удаляет примерно 90% лейкоцитов, 
в образце останется только 10% этих клеток, т. е.  
2 × 109 клеток/л суспензии эритроцитов или  
2 × 109 / 4 × 103 = 5 × 105 лейкоцитов/250 мкл 
суспензии эритроцитов (с Ht 80%). После двукрат-
ного промывания суспензии эритроцитов 4-кратными 
объемами растворов PBS и Тироде и последую-
щего разбавления 80% суспензии эритроцитов до 
Ht 1%, содержание лейкоцитов в 250 мкл пробы 
будет составлять 5 × 105 / (4 × 4 × 80), или примерно  
391 клетка/250 мкл образца. Таким образом, содер-
жание лейкоцитов в пробе составляет примерно 
0,00156% от содержания в ней эритроцитов. Такое 
количество не может существенно повлиять на изме-
ряемое время фильтрации суспензии. 

Измеренная нами точность приготовления 
суспензии эритроцитов составляет 1,00 ± 0,05% и 
также не оказывает существенного влияния на полу-
чаемый результат. 

Поскольку фильтры не совсем однородны, то 
если способность клеток фильтроваться определяют 
только временем прохождения их суспензии через 
фильтр, это приводит к большому разбросу резуль-
татов, полученных для одной и той же суспензии 
на разных фильтрах. Чтобы учесть неоднород-
ность используемых фильтров, а также возможные 
незначительные изменения в вязкости суспензии в 
приборе ИДА-01 фильтруемость эритроцитов харак-
теризуется отношением времен протекания буфера 
и равного объема эритроцитарной суспензии (Ht 1%) 
в том же буфере через один и тот же фильтр. Это 
автоматически учитывает разницу в качестве филь-
тров и вязкости среды и сильно повышает воспро-
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изводимость результатов. Таким образом, можно 
сказать, что при строгом соблюдении условий пробо-
подготовки и проведения измерения специфичность 
самого прибора и метода составляет примерно 100%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты показали, что тест филь-
труемости эритроцитов, проводимый с помощью 
прибора ИДА-01, высокочувствителен и специфичен. 
Он может составить конкуренцию ЭMA-тесту, который 
в настоящее время считается «золотым стандартом» 
при диагностике HС. При этом наличие в редких 
случаях высоких показателей фильтруемости у паци-
ентов с подозрением на HС является показанием для 
более тщательного исследования для установления 
точного диагноза. 

Предложенный метод прост, не требует дорогого 
оборудования и может быть легко выполнен в любой 
лаборатории. Все это делает данный тест многообе-
щающим для диагностики HС.
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