
31

ГЕмАТОЛОГИЯ

Л И Т Е РАТ У РА

1. Готье С. В., Константинов В. А., Цирульникова О. М.  Транс-
плантация печени. – М., 2008.

2. Курабекова Р. М., Цирульникова О. М., Шевченко О. П. // Вестн. 
трансплантол. и искусственных органов. – 2010. – Т. 12, № 4. – 
С. 86–92.

3. Луговская С. В., Почтарь М. Е., Долгов В. В.  Гематологические 
анализаторы. Интерпретация анализа крови. – М., 2008.

4. Alison M. R., Islam S., Lim S. // J. pathol. – 2009. – vol. 217, n 2. – p. 
282–298.

5. Baccarani U., Donini A., Risaliti A. et al. // lancet. – 2001. – vol. 
357, n 9274. – p. 2137.

6. De Silvestro G., Vicarioto M., Donadel C. et al. // 
hepatogastroenterology. – 2004. – vol. 51. – p. 805–810.

7. Eguchi S., Kanematsu T. // surg. Today. – 2009. – vol. 39, n 1. – p. 
1–4.

8. Gaia S., Smedile A., Omede P. et al. // J. hepatol. – 2006. – vol. 45, 
n 1. – p. 13–19.

9. Lemoli R. M., Catani L., Talarico S. et al. // stem cells. – 2006. – 24, 
n 12. – p. 2817–2825.

10. Sutherland D. R., Keating A. // J. hematother. – 1992. – vol. 1, n 
2. – p. 115–129.

11. Zhao Y., Glesne D., Huberman E. // proc. natl. acad. sci. usa. – 
2003. – vol. 100, n 5. – p. 2426–2431.

Поступила 20.12.11

ной системы или возрастом пациентов.
Анализ корреляций содержания исследуемых клеток и 

биохимических маркеров в крови детей в 1–4-й и 5–7-й день 
после трансплантации фрагмента печени не позволил об-
наружить статистически значимые корреляции. Возможно, 
отсутствие связи содержания cd34+-клеток и маркеров вос-
паления и функции печени после операции может косвенно 
указывать на обусловленность таких взаимосвязей заболева-
ниями гепатобилиарной системы.

Выводы. 1. Содержание cd34+ ГСК в периферической 
крови детей, страдающих циррозом печени в исходе врож-
денных и наследственных заболеваний гепатобилиарной си-
стемы, коррелирует с концентрацией cРБ, альбумина, гемо-
глобина и количеством эритроцитов в плазме крови.

2. Содержание cd34+ ГСК в периферической крови де-
тей с циррозом печени не связано с уровнями биомаркеров 
активации иммунной системы: костимулирующего фактора 
активации T-клеток scd40l, маркера активации Th-2 клеток 
scd30 и маркера активации макрофагов НП.

3. Количество cd34+ ГСК в периферической крови де-
тей с заболеваниями печени выше, чем у здоровых взрослых 
доноров и не изменяется в 1–4-й и 5–7-й день после транс-
плантации печени.
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Предложенный в 2000 г. метод связывания флюоресцентного красителя эозин-5 малеимида (э5м) с лизином-430 первой вне-
клеточной петли белка полосы 3 мембран эритроцитов позволяет выявлять дефекты цитоскелета эритроцитов как био-
логическую основу патогенеза наследственного сфероцитоза. Исследованы образцы периферической крови 125 взрослых и 
18 детей с доказанным отсутствием гематологических нарушений, а также образцы периферической крови 19 пациентов 
с верифицированным наследственным сфероцитозом. Методом проточной цитометрии проведена регистрация средней ин-
тенсивности флюоресценции э5м (СИФ). Снижение СИФ э5м эритроцитов больных НС по сравнению с данными в группах 
сопоставления отмечено во всех случаях.
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Традиционные методы лабораторной диагностики мем-
бранопатий эритроцитов – тест на осмотическую хрупкость 
и морфологический анализ – не всегда информативны, тре-
буют много времени и по меньшей мере 2 мл перифериче-
ской крови для исследования, что затрудняет диагностику у 
новорожденных.
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Предложенный в 2000 г. метод связывания эозин-5 малеи-
мида (э5м) с лизином-430 первой внеклеточной петли белка 
полосы 3 мембран эритроцитов интересен как способ вы-
явления дефектов цитоскелета эритроцитов. Для внедрения 
теста на связывание э5м в клиническую практику проведено 
его апробирование. В ходе пилотного исследования образцы 
периферической крови 125 взрослых и 18 детей с доказанным 
отсутствием гематологических нарушений и 19 пациентов 
с верифицированным наследственным сфероцитозом (НС) 
инкубировали с эозин-5 малеимидом. Регистрация средней 
интенсивности флюоресценции (СИФ) проведена методом 
проточной цитометрии. Снижение СИФ э5м эритроцитов 
больных НС по сравнению с СИФ э5м в группах сопоставле-
ния отмечено во всех случаях. Описанная методика является 
высокочувствительным и специфичным диагностическим 
тестом для выявления НС, результаты которого доступны че-
рез 2 ч после получения биологического материала.

Наследственный сфероцитоз – одна из самых распростра-
ненных мембранопатий эритроцитов в странах Северной 
Европы и Америки, где частота заболевания составляет 1 
случай на 2000 взрослого населения [5–12]. Зафиксированы 
случаи НС и в Японии, реже – среди афроамериканского и 
южноазиатского населения. Биологической основой патоге-
неза НС являются нарушения в структуре цитоскелета мем-
бран эритроцитов.

В течение жизни в процессе циркуляции в кровяном рус-
ле эритроцит проходит через узкие капилляры в среднем 100 
000 раз. В норме высокая прочность и эластичность красных 
кровяных телец обеспечена сетью ассоциированного с мем-
браной цитоскелета [3, 5].

Цитоскелет эритроцита представляет собой белковую 
сеть, образованную спектрином, анкирином и белком по-
лосы 4.1, расположенную с внутриклеточной стороны мем-
браны и прочно заякоренную в ней вертикальными связями 
(рис. 1). Принципиально важное звено в образовании верти-
кальных связей цитоскелета – интегральный белок полосы 
3, молекула которого состоит из трех неравнозначных до-
менов. n-терминальный цитоплазматический домен связан 
с периферическими мембранными и цитоплазматическими 
белками, такими как анкирин, белок полосы 4.2, гемогло-
бин. Гидрофобный трансмембранный домен формирует 
комплекс с другими интегральными протеинами, такими как 
rh-ассоциированные белки. c-терминальный домен имеет 
участок для связывания карбоангидразы ii. Другая точка за-
якоривания цитоскелета в липидном бислое мембраны – гли-
кофорин c, взаимодействующий с белком полосы 4.1. Глико-

форин a также частично ассоциирован с белком полосы 3.
НС – гемолитическая анемия, при которой красные кро-

вяные тельца утрачивают характерную морфологию: в маз-
ках крови наряду с нормальными двояковогнутыми эритро-
цитами у больных НС часто присутствуют видоизмененные 
сферические клетки – сфероциты, возрастает соотношение 
клеточной поверхности к объему эритроцита [8]. Причина 
морфологических изменений эритроцитов состоит в осла-
блении вертикальных связей цитоскелета.

Молекулярные дефекты, ведущие к изменениям в струк-
туре цитоскелета при НС, гетерогенны:

– в ряде случаев имеет место частичный дефект 
α-спектрина (рецессивно-наследуемый НС: мутация локали-
зуется в области α-спектрина);

– доминантно-наследуемый НС: мутация локализуется в 
конверсируемой области β-спектрина;

– комбинированный дефект спектрина и анкирина (поте-
ря или снижение экспрессии генов анкирина или пропорцио-
нальное снижение содержания спектрина) – наиболее рас-
пространенный вариант, который обнаруживают в 40–65% 
случаев НС в североевропейской популяции;

– частичный дефект цепи протеина 3 (доминантно-
наследуемое заболевание);

– дефицит протеина 4.2 и другие дефекты [4].
В 75% случаев НС наследуется по аутосомно-

доминантному типу, в 25% причина возникновения болезни 
– спонтанные мутации [1].

При НС изменение морфологии эритроцитов происходит 
в процессе их прохождения через селезенку: макрофаги селе-
зенки повреждают клетки с ослабленным цитоскелетом, что 
ведет к утрате части мембраны и преобразованию двояковог-
нутых эритроцитов в сферические клетки, которые быстро 
погибают. Жизнь сфероцитов длится всего 14–20 дней, тогда 
как нормальные эритроциты циркулируют в кровотоке до 120 
дней. В результате постоянной повышенной нагрузки на се-
лезенку у 99% пациентов с НС развивается спленомегалия. 
Спленэктомия у пациентов с НС существенно увеличивает 
срок жизни эритроцитов и нормализует уровень гемоглобина 
[13]. В то же время удаление селезенки влечет за собой целый 
комплекс негативных клинических проявлений (прежде всего 
иммунологических и тромбоэмболических), получивший на-
звание синдрома постспленэктомического гипоспленизма. Па-
циенты, перенесшие спленэктомию, подвержены повышенно-
му риску развития сепсиса, связанному с уменьшением пула 
cd27+ igm+, igd+ b-клеток памяти. Риск сепсиса особенно вы-
сок в первые 2 года после операции, но вероятность развития 

этого состояния сохраняется в течение 
всей жизни пациента [18]. Верифика-
цию диагноза НС при наличии заболева-
ния в семейном анамнезе и клинических 
проявлений у пациента проводят с по-
мощью традиционных диагностических 
тестов – оценки осмотической хрупко-
сти эритроцитов и определения в мазке 
крови морфологически различных типов 
эритроцитов с учетом показателей кли-
нического анализа крови. Характерным 
признаком НС является снижение мини-
мальной осмотической резистентности 
эритроцитов. В норме эритроциты со-
храняют свою форму в гипоосмолярном 
растворе nacl (0,44–0,48% nacl), при 
НС гемолиз начинается при 0,6–0,7% 
nacl. Для подтверждения диагноза важ-
но значительное понижение минималь-
ной осмотической резистентности. Диа-
гностическая информативность теста на 
осмотическую стойкость не абсолютная, 
так как среди больных НС встречают-
ся лица, у которых, несмотря на явный 

Рис. 1. Мембрана эритроцита. Вертикальные и горизонтальные связи между белка-
ми цитоскелета. Расположение белков относительно друг друга соответствует дей-
ствительности, но белки и липиды изображены без соблюдения масштаба.
1 – белок полосы 3; 2 – гликофорин a, 3 – гликофорин c, 4 – белок полосы 4.2; 5 – анкирин; 6 – 
α-спектрин; 7 – β-спектрин; 8 – тропомодулин; 9 – актиновый протофиламент; 10 – аддуцин; 11 – 
тропомиозин; 12 – cd47; 13 – белок полосы 4.1.
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сфероцитоз, осмотическая стойкость эритроцитов сохранена. 
У некоторых больных НС показатель минимальной осмотиче-
ской резистентности может возрастать лишь после инкубации 
образца крови при 37ºc в течение 24 ч [7]. Результаты пробы 
на осмотическую хрупкость могут быть ложноположительны-
ми у беременных женщин, при патологии почек и некоторых 
других состояниях [15]. В таких случаях необходимо повто-
рить исследование после предварительной суточной инкуба-
ции эритроцитов. Таким образом, метод определения осмоти-
ческой резистентности эритроцитов недостаточно чувствите-
лен для верификации заболевания, труден для стандартизации 
и не обеспечен необходимым контрольным материалом.

В 20–30% случаев НС протекает бессимптомно со сред-
ней степенью спленомегалии, легким ретикулоцитозом, без 
выраженной анемии, продукция эритроцитов эквивалентна 
их убыли в результате гемолиза, что значительно затрудня-
ет диагностику. У детей первого года жизни диагностика 
сфероцитоза затруднена в силу возрастных особенностей 
гемопоэза (возрастной макроцитоз). Изменения расчетных 
показателей клинического анализа крови – среднего содер-
жания гемоглобина в эритроците (mhc), среднего объема 
эритроцитов (mcv), средней концентрации гемоглобина в 
эритроците (mhch) – неспецифичны для НС. Ретикулоци-
тоз отмечают практически в 99% случаев.

Генетический анализ как способ верификации НС у па-
циентов без наследственной истории не применим, посколь-
ку мутации, определяющие заболевание, уникальны. Метод 
проточной цитофлюориметрии относят к «золотым стандар-
там» клинической лабораторной диагностики, тем не менее 
проточную цитометрию не применяют рутинно в верифика-
ции мембранопатий эритроцитов. Метод связывания эозин-5 
малеимида с белками цитоскелета эритроцитов позволяет 
выявлять дефекты цитоскелета мембраны эритроцита в раз-
ных возрастных группах, в том числе у новорожденных [14]. 
Белок полосы 3, с которым связывается основная масса мо-
лекул эозин-5 малеимида, cl-/hco3

–транспортер и наиболее 
распространенный белок в составе мембран эритроцитов, 
тесно связан со спектриновой сетью, которая формирует гиб-
кий цитоскелет эритроцитов [8].

Материалы и методы. В исследование включены 19 па-
циентов с подтвержденным диагнозом НС: дети обоих полов 
в возрасте от 4 мес до 14 лет, в том числе 5 детей первого года 
жизни, и 3 взрослых мужчин, перенесших спленэктомию. Ве-
рификация диагноза была проведена на основе клинических 
проявлений, семейного анамнеза, исследования мазков крови, 
клинического анализа крови и теста на осмотическую хруп-
кость эритроцитов. Для сопоставления в исследование вклю-
чены 2 группы пациентов с доказанным отсутствием гемато-
логических заболеваний: 125 взрослых (мужчины и женщины 
в возрасте от 21 до 74 лет; медиана 46 лет) и 18 детей (возраст 
от 3 мес до 17 лет), в том числе 4 ребенка первого года жизни.

Периферическую венозную кровь забирали в вакуумные 
пробирки с этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА). 
Клеточным маркером в исследовании были мембранные бел-
ки эритроцитов (белок полосы 3, спектрин, анкирин, белок 
полосы 4.2). Для выявления сохранности эритроцитарного 
цитоскелета применяли краситель эозин-5 малеимид (eosin-5 
maleimide, “sigma”, США), который ковалентно связывается 
с лизином-430 белка полосы 3 в составе мембран эритроци-
тов. Подготовка образцов крови к исследованию включала 
отмывку эритроцитов в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) с 
ph 7,0 при 1000 об/мин, инкубирование с красителем э5м в 
темноте при комнатной температуре в течение 60 мин, от-
мывку от несвязавшегося красителя ФСБ с ph 7,0 при 1000 
об/мин в течение 10 мин и удаление надосадка. В каждой ана-
литической серии СИФ э5м пациента с подозрением на НС 
сопоставляли с аналогичным показателем у 6 человек с до-
казанным отсутствием гематологических заболеваний. Сбор 
данных проведен на проточном цитометре fc500 (beckman 
coulter). Анализ СИФ э5м выполняли с использованием про-

граммы cXpanalysis (beckman coulter) по данным 10 000 
эритроцитов, гейтированных по параметрам светорассеяния 
(рис. 2). Для оценки нормальности выборок, непараметри-
ческого анализа, построения графиков описательной ста-
тистики использовали программу statistica (версия 7.0 для 
windows). roc-анализ выполнен с помощью программы 
medcalc (версия 7.4.4.1 для windows).

Результаты и обсуждение. Получены данные по СИФ 
э5м эритроцитов пациентов с верифицированным диагнозом 
НС и групп сопоставления (рис. 3).

Интенсивность экспрессии э5м группы сопоставления 
обозначена серым цветом, больных НС – черным.

Интенсивность флюоресценции э5м образцов крови 
больных НС составила 20,2 ± 1,2 усл. ед. Исключением стал 
результат, полученный для образцов крови двух взрослых па-
циентов с НС, которым была проведена спленэктомия, – 25 
и 25,9 усл. ед. флюоресценции. СИФ э5м обеих групп сопо-
ставления (взрослые и дети) была практически одинаковой 

Рис. 2. Гейтирование эритроцитов для определения парамет-
ра СИФ э5м.

Рис. 3. Гистограмма интенсивности флюоресценции э5м эри-
троцитов больных НС и группы сопоставления.
Интенсивность экспрессии э5м группы сопоставления обозначена се-
рым цветом, больных НС – черным.
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и составила 31 ± 4 усл. ед. (рис. 4). Достоверные различия 
между группами сопоставления по критерию Манна–Уитни 
не выявлены (U = 476, z = 0,75, p = 0,45). С практической 
точки зрения это означает, что для сопоставления допустимо 
использование крови доноров с доказанным отсутствием ге-
матологических отклонений независимо от их возраста.

При статистическом анализе обнаружено, что распреде-
ление по Гауссу выборки пациентов с НС не соответствует 
нормальному (рис. 5). Для оценки достоверности различий 
СИФ э5м больных НС (n = 19) и группы сопоставления (n 
= 125) использовали непараметрический критерий Манна–
Уитни: U = 0, z = 7,00, p < 0,05, различия достоверны. При 
построении roc-кривой оптимальная точка отсечки показа-
теля СИФ э5м составила 25,9 ед. флюоресценции, площадь 
под кривой = 1 (рис. 6). roc-кривая показывает зависимость 
количества верно классифицированных положительных при-
меров от количества неверно классифицированных отрица-
тельных примеров.

По результатам исследования специфичность теста на 
связывание э5м составила 100%, чувствительность – 100%. 
Высокий уровень специфичности и чувствительности в на-
шем исследовании, вероятно, связан с однородностью груп-
пы больных НС. Не исключено, что расширение группы 
пациентов за счет пациентов с менее четкой клинической 
картиной приведет к изменению значений специфичности и 
чувствительности.

Наследственный сфероцитоз – заболевание, обусловлен-
ное дефектом белков мембраны эритроцитов, приобретаю-
щих сферическую форму с последующим их разрушением 
макрофагами селезенки. Болезнь широко распространена в 
Европе, в меньшей степени – на Африканском континенте, 
в Японии и других странах, нередко встречается в России. 
Поскольку НС обусловлен генетическими изменениями, кли-
нические проявления болезни наблюдают у пациентов лю-
бого возраста, включая самый ранний. К морфологическим 
особенностям эритроцитов при НС относятся вид в форме 
шара (сфероциты), уменьшение диаметра (средний диаметр 
менее 6,4 мкм), увеличение толщины (2,5–3 мкм при норме 
1,9–2,1 мкм) при обычно нормальном среднем объеме эри-
троцитов. Содержание гемоглобина в эритроцитах находит-
ся в пределах физиологической нормы или несколько выше. 
Диагностика НС с учетом клинических проявлений (спле-
номегалия, анемия и т. д.), семейного анамнеза и наличия 
характерных изменений морфологии эритроцитов в мазках 
крови пациентов не представляет сложностей. Тем не менее 
указанные методы обладают невысокой специфичностью и 
чувствительностью для данной формы гемолитической ане-
мии. В результате нередки случаи, когда верификация этого 
диагноза затруднена (дети в возрасте до 1 года, пациенты без 
семейной истории болезни и др.).

Эозин-5 малеимид используют в качестве флюоресцент-
ного красителя для мембранных белков, поскольку 75–95% 
его количества связывается с лизином-430 первой внекле-
точной петли белка полосы 3 и лишь незначительная часть 
связывается с cd47, rh-ассоциированными белками. Сни-
жение уровня экспрессии э5м на эритроцитах пациентов с 
НС отражает дефицит мембранных белков, включая белок 
полосы 3, спектрин и белок полосы 4.2 [15].

Проведенное в 2000 г. исследование связывания мембран-
ных белков эритроцитов с эозин-5 малеимидом показало, что 
у 96 пациентов с НС СИФ э5м составила 28,6–50,4 ед. флюо-
ресценции в сравнении со взрослой группой контроля (n = 
180 человек), в которой этот параметр имел значения от 47,5 
до 60,3 ед. флюоресценции [13]. Выявлено значительное сни-
жение интенсивности флюоресценции э5м при наследствен-
ном пиропойкилоцитозе (n = 5, СИФ э5м ≤ 30 усл. ед.) [17].

В исследовании K. Tachavanich и соавт. [24] СИФ э5м па-
циентов с НС варьировала от 46 до 91 усл. ед. флюоресцен-
ции, тогда как в группе контроля она составляла 99,2–139,6 
усл. ед., т. е. имело место снижение СИФ э5м у больных НС 

Рис. 4. СИФ э5м больных НС и групп сопоставления. Группа 
сопоставления взрослого возраста – контроль 1, группа сопо-
ставления детского возраста – контроль 2.

Рис. 5. Распределение выборки пациентов с наследственным 
сфероцитозом по СИФ э5м, гауссова кривая.

Рис. 6. roc – кривая для определения специфичности и чув-
ствительности теста на связывание э5м.
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при сопоставлении с СИФ э5м группы контроля в среднем на 
42,5%. У пациентов с аутоиммунной гемолитической анемией 
(5 пациентов), β-талассемией (66 пациентов), α-талассемией 
(33 пациента) результаты СИФ э5м не отличались от таковых 
в группе контроля.

Опыт применения метода связывания э5м в Индии на 
114 образцах периферической крови, включая 20 образцов 
крови пациентов с верифицированным диагнозом НС, 20 – 
здоровых доноров, 20 – пациентов с подозрением на НС, 20 
– пациентов с другими гемолитическими анемиями, 18 – с 
микроцитозом и 16 – с макроцитозом подтвердил различия 
между здоровыми людьми (негативный контроль, СИФ э5м = 
11 861,5 усл. ед.) и больными НС (СИФ э5м = 7949,3) [9].

Выявленное снижение показателя СИФ э5м эритроцитов 
у пациентов с НС в Санкт-Петербурге (в среднем на 34,8% 
относительно СИФ э5м в группе сопоставления) не противо-
речит результатам предшествовавших исследований.

Во всех перечисленных исследованиях были использо-
ваны проточные цитометры от различных производителей, 
тем не менее процентное снижение СИФ э5м эритроцитов 
пациентов с НС относительно СИФ э5м в группе контроля 
прослеживается во всех исследованиях и составляет 32–37% 
[10, 14, 16, 17, 19–27].

Для стандартизации оценки результатов исследования 
СИФ э5м в нашей лаборатории введен коэффициент s:

                            СИФ э5м пациента
s =  –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– . 
         ΣСИФ э5м 6 образцов группы контроля/6
Установлена точка отсечки по значению расчетного коэф-

фициента s здоровых людей: s ≥ 0,8.
При исследовании эритроцитов взрослых пациентов, 

которым ранее была проведена спленэктомия, у двоих отме-
чен более высокий показатель СИФ э5м (25 и 25,9 усл. ед., 
снижение на 19,5% относительно группы контроля) по срав-
нению с показателем других пациентов с НС [2]. Довольно 
высокий показатель СИФ э5м в данных случаях, вероятно, 
объясняется тем, что генетически обусловленный дефицит 
мембранных белков у пациентов не усугублялся повреждаю-
щим воздействием селезенки на эритроциты вследствие про-
веденной спленэктомии.

Высокотехнологичный метод проточной цитометрии по-
зволяет выявлять сохранность структуры цитоскелета эри-
троцитов, открывает новое направление диагностических 
исследований.

Сложности обсуждаемого диагностического подхода но-
сят в основном организационный характер:

– краситель э5м неустойчив в разведенном виде, раствор 
требует хранения при -70ºc;

– необходимо использовать 6 контрольных образцов для 
формирования группы сопоставления при оценке каждого 
образца крови, направленного на исследование в связи с по-
дозрением на НС;

– отсутствуют контрольный материал и программы внеш-
ней оценки качества.

Несомненными достоинствами нового диагностического 
подхода являются:

– возможность выявления дефекта мембраны эритроци-
тов при диагностике НС у детей в возрасте до 1 года;

– возможность диагностики НС у пациентов без семей-
ного анамнеза;

– высокая специфичность и чувствительность теста.
Результаты проточной цитометрии эритроцитов, окра-

шенных э5м, свидетельствуют о потенциально широких 

возможностях применения метода связывания э5м мем-
бранными белками эритроцитов для уточнения диагно-
за НС. Согласно нашим данным, в качестве образцов для 
группы сопоставления при выполнении каждого анализа 
можно рекомендовать использование периферической кро-
ви взрослых пациентов, направленной на рутинные гемато-
логические исследования.
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