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Лабораторная диагностика наследственного сфероцитоза (НС) основывается на обнаружении в периферической крови 
сфероцитов, снижении индекса сферичности (ИС), снижении осмотической резистентности эритроцитов (ОРЭ). Осно-
вываясь на молекулярном дефекте, разработан новый тест диагностики НС на основе связывания внеклеточных фраг-
ментов белка полосы 3 с эозин-5-малеимидом (ЭМА-тест). Целью нашей работы было провести сравнительный анализ 
чувствительности и специфичности методов, используемых для диагностики НС. Было проанализировано 94 пациента c 
различными формами анемий. Всем пациентам проведено комплексное клинико-лабораторное обследование, включавшее в 
том числе исследование ОРЭ, эритроцитометрию и ЭМА-тест как специфические методы диагностики НС. 
Снижение значения ЭМА-теста было выявлено у 51 (54%) из 94 больных, из них 47 с подтвержденным диагнозом НС. 
Нормальные значения ЭМА-теста обнаружены в 43 (46%) случаях, из них в 12 – с установленным диагнозом НС. Таким 
образом, чувствительность ЭМА-теста составила 79%, специфичность – 80%. Наиболее чувствительными методами 
диагностики остаются ОРЭ (91%) и ИС (до 96%). Но самая высокая специфичность у ЭМА-теста (80%). В настоящее 
время ни один из используемых методов диагностики НС не может быть использован как универсальный. Для коррект-
ной диагностики заболевания необходимо проведение комплексного обследования.
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The laboratory diagnostic of inherent spherocytosis is based on detection of spherocytes in peripheral blood, decreasing of index 
of sphericity, decreasing of osmotic resistance of erythrocytes. The new test of diagnostic of hereditary spherocytosis build on  
molecular defect was developed  on the basis of binding extracellular fragments of protein of band 3 with eosin-5-maleimide 
(EMA-test). The study was carried out to implement comparative analysis of sensitivity and specificity of techniques applied 
to diagnose inherent spherocytosis. The sampling of 94 patients with various forms of anemias was analyzed. All patients were 
applied complex clinical laboratory examination including analysis of  osmotic resistance of erythrocytes, erythrocytometry and 
EMA-test as specific techniques of diagnostic of inherent spherocytosis. In 51 out of 94 patients (54%) decreasing of values 
of EMA-test was detected and in 47 patients diagnosis of inherent spherocytosis was confirmed. The standard values of EMA-
test were established in 43 patients (46%) and 12 patients out of them with established diagnosis of inherent spherocytosis. 
Therefore, sensitivity of EMA-test made up to 79% and specificity - 80%. The most sensitive techniques of diagnostic remain 
osmotic resistance of erythrocytes (91%) and index of sphericity (up to 96%). But the highest specificity in this respect has EMA-
test (80%). Nowadays, none of implemented techniques of diagnostic of inherent spherocytosis can be applied as a universal one. 
The implementation of complex examination is needed for proper diagnostic of disease.
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Наследственный сфероцитоз (НС) является самой рас-
пространенной формой наследственной гемолитической ане-
мии в мире. Частота встречаемости НС составляет 2,2 случая 
на 10 тыс. населения [1].

В патогенезе заболевания лежит аномалия мембраны 
эритроцита вследствие количественного или качественного 
дефицита мембранных белков. Молекулярный дефект при 
данном заболевании высокогетерогенный. По данным лите-
ратуры, наиболее часто встречается дефицит белка полосы 3 
(54% случаев) и спектрина (31%) [2]. Клинические проявле-
ния заболевания очень варьируют от бессимптомного носи-
тельства до тяжелых, трансфузионно зависимых форм. 

Диагностика НС в настоящее время основывается как на 
лабораторных данных, так и на клиническом обследовании 
и анамнестических данных (наследственность). В лабора-
торной диагностике характерным для НС считается наличие 
анемии различной степени тяжести, повышения средней 
концентрации гемоглобина в эритроците (mchc), ретикуло-
цитоза, гипербилирубинемии за счет непрямой фракции, об-
наружение в периферической крови сфероцитов, снижение 
индекса сферичности (ИС), снижение осмотической рези-
стентности эритроцитов (ОРЭ).

В лабораторной диагностике НС золотым стандартом 
считается снижение ОРЭ до и после инкубации эритроцитов 
в течение 24 ч при температуре 370С. Но данный метод ис-
следования не является специфичным для НС, и показатели 
могут быть в пределах нормальных значений примерно в 
10–20% случаев НС. Результаты исследования ОРЭ также не 
позволяют дифференцировать НС от других состояний, со-
провождающихся появлением сфероцитов в периферической 
крови, в частности аутоиммунного гемолиза.

В 2000 г. был предложен новый скрининговый тест, ко-
торый проводится методом проточной цитометрии – тест 

связывания поверхностных фрагментов белка полосы 3 
мембраны эритроцитов с флуоресцентным красителем 
эозин-5-малеимид (ЭМА) ЭМА-тест). Суть метода состоит 
во взаимодействии красителя ЭМА непосредственно с ли-
зином в 430-м положении внеклеточной петли белка полосы 
3. n-концевой цитоплазматический участок белка полосы 3 
взаимодействует с анкирином и белком полосы 4.2, который 
в свою очередь соединяется со спектриновым цитоскелетом, 
обеспечивая дополнительную стабильность билипидной 
мембране эритроцита. Отсутствие или снижение экспрессии 
любого из белков мембраны эритроцита приводит к наруше-
нию стабильности цитоскелета клетки и снижению экспрес-
сии белка полосы 3 на поверхности мембраны эритроцита. 
В результате снижается связывание ЭМА с белком полосы 3 
и соответственно происходит снижение активности флуорес-
ценции. Белок полосы 3 составляет около 25% всех белков 
на поверхности мембраны эритроцита, что обусловливает 
доминирующую связь ЭМА с данным белком по сравнению 
с другими ЭМА-связывающимися белками (rh-белок, rh-
гликопротеин и cD47).

Представленные в 2000 г. данные m. king и соавт. [3] 
свидетельствовали о высокой чувствительности (92,7%) и 
специфичности (99,1%) данного метода, что позволило авто-
рам рекомендовать его в качестве основного метода для диа-
гностики НС. 

Цель настоящей работы – провести сравнительный ана-
лиз чувствительности и специфичности методов, используе-
мых в РФ для диагностики НС в настоящее время.

Материал и методы. Нами проанализированы результа-
ты обследования 94 пациентов с анемиями различного гене-
за, проходивших обследование в ФНКЦ «ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России в 2013–2015 гг. (медиана воз-
раста 6 лет, от 2 мес до 17 лет; 54 мальчика и 40 девочек). 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(3)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-168-172

ГЕМАТОЛОГИЯ

170

Распределение по полу, возрасту и нозологии представлено в 
табл. 1. В исследование было включено 59 пациентов с НС, 
28 пациентов с другими формами анемий (из них 8 паци-
ентов с малой формой бета-талассемии, 1 пациент с альфа-
талассемией, 3 пациента с наследственным овалоцитозом 
(НО), 1 пациент с наследственным стоматоцитозом (НСт), 
2 пациента с врожденной дизэритропоэтической анемией 
(ВДА), 2 пациента с гемолитической анемией вследствие не-
достаточной активности Г-6-ФД (Г6ФД), 1 пациент с гемоли-
тической анемией вследствие нестабильного гемоглобина, 1 
пациент с врожденной сидеробластной анемией (ВСА), 5 па-
циентов с аутоиммунной гемолитической анемией (АИГА), 4 
пациента с железодефицитной анемией (ЖДА) и 7 пациентов 
с неуточненной формой гемолитической анемии.

Всем пациентам было проведено комплексное клинико-
лабораторное обследование, включавшее общий анализ 
крови, выполненный на автоматическом гематологическом 
анализаторе (XT-4000i, Xe-2100, sysmex, Япония), биохими-
ческий анализ крови с обязательным определением фракций 
билирубина, активности ЛДГ, обмена железа (archiTecT 
c4000, abbott, США; cobas c311, roche, Швейцария), ОРЭ 
до и после инкубации по унифицированному методу в мо-
дификации Идельсона и эритроцитометрия с расчетом 
среднего диаметра эритроцитов, индекса сферичности (ИС) 
(нормальные значения 3,4–3,9) и индекса овалоцитоза (ИО) 
[4]. В случае подозрения на гемоглобинопатию проводилось 
исследование фракций гемоглобина методом капиллярного 
электрофореза (capillarys-2 flex piercing, sebia, Франция) и 
последующим молекулярно-биологическим исследованием 
глобиновых генов (выделение из лейкоцитов перифериче-
ской крови или отдельных колоний гемопоэтических клеток с 
использованием коммерческого набора «АмплиПрайм ДНК-

сорб-В» согласно инструкции производителя, определение 
первичной нуклеотидной последовательности гена HBB вы-
полнено методом прямого секвенирования с использовани-
ем капиллярного секвенатора aBi 3130Xl Genetic analyser, 
applied Biosystems, поиск наиболее частых делеций c вовле-
чением генов альфа-глобинов выполнялся методом ПЦР с 
анализом продуктов после электрофореза в агарозном геле). 
При необходимости выполнялось исследование активности 
(Г6ФД) эритроцитов спектрофотометрическим методом с 
использованием набора реактивов ranDoX (Великобрита-
ния), прямая проба Кумбса – общепринятым методом с ис-
пользованием моноклональных сывороток. 

Для проведения ЭМА-теста взятие периферической кро-
ви проводилось в вакуумные пробирки с этилендиаметинте-
трауксусной кислотой (К2ЭДТА). Подготовка образцов крови 
к исследованию включала отмывку эритроцитов в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ) при рН 7,0 при 1000 об/мин, инкуби-
рование с красителем ЭМА при комнатной температуре в те-
чение 60 мин и отмывка от несвязавшегося красителя в ФСБ. 
При проведении теста определяется среднее значение флуо-
ресценции эритроцитов по каналу fl1 (488 нм) у 5 доноров, 
вычисляется среднее значение из этих 5 и затем сопостав-
ляется со средним значением флуоресценции исследуемых 
образцов. Коэффициент равен значению флуоресценции ис-
следуемого образца, разделенному на среднее значение флу-
оресценции 5 доноров, нормальные значения составляют от 
0,8 до 1. Исследование проводилось на проточном цитометре 
naviоs (Beckman coulter, США). Анализ полученных данных 
проведен с использованием программы kaluza analysis.

Результаты и обсуждение. Результаты исследования по-
казателей, используемых в стандартной диагностике НС для 
всех групп пациентов представлены в табл. 2 и 3. Значимых 
различий в средних показателях среднего объема эритроци-
тов (mcv), коэффициента распределения эритроцитов по 
объему (rDW) и количества ретикулоцитов у пациентов с 
НС и другими гемолитическими анемиями не выявлено. Од-
нако стоит отметить, что у пациентов с ЖДА и талассеми-
ей mcv статистически достоверно ниже, чем у пациентов с 
НС и другими анемиями. Среднее содержание гемоглобина 
в эритроците (mch) и mchc оказались выше у пациентов 
с НС, чем при других анемиях. В группе пациентов с дру-
гими анемиями mch достоверно ниже оказался при ЖДА и 
талассемии.

По данным эритроцитометрии, средний диаметр эри-
троцита и ИС у пациентов с НС оказался значимо ниже 
(6,28±0,041 и 2,47±0,05 мкм соответственно, р = 0,000 и р = 
0,000), чем у пациентов с другими формами анемий. Резуль-
таты расчета ИС в различных группах пациентов представ-
лены на рис. 1. В группе больных НС 54 (91,5%) человека 

Т а б л и ц а  1
Характеристика пациентов

Нозология Возраст Соотношение 
по количеству 

мальчики:девочки

НС (n = 59) медиана 6,5 года 
(от 5 мес до 17 лет)

27:32 (1:1,2)

НО (n = 3) медиана 7,6 года 
(от 3 до 16 лет)

3:0

НСт (n = 1) 2 года 1:0
Бета-талассемия, малая 
форма (n = 8)

медиана 7 лет  
(от 2 мес до 17 лет)

7:1

Альфа-талассемия с 
минимальными измене-
ниями (n = 1)

2 года 1:0

ВДА (n = 2) 1 год 1:1
АИГА (n = 5) медиана 4 года (от 

2 до 10 лет)
3:2 (1,5:1)

ВСА (n = 1) 13 лет 1:0
ЖДА (n = 4) медиана 12 лет (от 

4 до 16 лет)
4:0

Гемолитическая анемия 
вследствие носительства 
нестабильного гемогло-
бина (Нв köln) (n = 1)

4 года 1:0

Гемолитическая анемия 
вследствие снижения ак-
тивности Г-6-ФД (n = 2)

медиана 7 лет (от 3 
до 11 лет)

2:0

Неуточненная гемолити-
ческая анемия (n = 7)

медиана 7 лет (от 3 
до 14 лет)

3:4 (1:1,3)

Т а б л и ц а  2
Результаты исследования

Показатель НС Другие анемии р

mcv, фл 78,56±0,8372 74,91±3,054 0,161
mch, пг 28,46±0,2898 25,33±1,055 0,000

mchc, г/л 362,5±2,41 337,6±4,662 0,000
rDW, % 19,03±0,4853 17,63±0,8277 0,122
ИС 2,469±0,05259 3,64±0,1102 0,000
Средний диаметр 
эритроцита, мкм

6,275±0,04135 6,937±0,05502 0,000

Ретикулоциты, % 5,953±0,4455 4,493±1,118 0,162
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нестабильного гемоглобина продемонстрировали ИС в диа-
пазоне «серой зоны».

Проанализировано также возможное сочетание показате-
лей ИС, находящихся в «серой зоне», со значениями ЭМА-
теста. Всего пациентов, имеющих значение ИС в «серой 
зоне», 14, из них 85,7% (12 пациентов) имели нормальные 
показатели ЭМА-теста и у 14,3% (2 пациента) ЭМА-тест 
оказался сниженным (1 пациент с носительством нестабиль-
ного гемоглобина, 1 пациент с НСт) (рис. 2).

Обнаружение сфероцитов в мазке периферической крови 
показало значительную разницу между пациентами с НС и 
другими формами анемий (табл. 4). Сфероциты были обна-
ружены у 64 пациентов, из них у 55 (93,22%) пациентов с НС 
и у 8 (28,57%) пациентов с другими анемиями.

Снижение ОРЭ до и после инкубации обнаружено у 54 
пациентов с НС, что составляет 91,5% от всех пациентов с 
НС. Интересно, что у 2 пациентов с легким течением НС 
ОРЭ до инкубации была нормальной, а после инкубации – 
сниженной. И у 2 пациентов также с легким течением НС, 
наоборот, до инкубации были сниженные показатели, а после 
инкубации – в норме.

Снижение ОРЭ было выявлено и у 14 (40%) пациентов с 
другими анемиями, при этом у 14 пациентов снижение вы-

имели значение ИС менее 3 (от 0,9 до 2,9). 3 (5,1%) больных 
продемонстрировали ИС в диапазоне 3–3,4, в так называе-
мой серой зоне, и 2 (3,4%) пациента – более 3,4. Следует от-
метить, что низкое значение ИС (< 3) было обнаружено и у 
3 из 5 пациентов с АИГА (60%), в оставшихся двух случаях 
ИС составил 3 и 3,5. В случае ЖДА, ВСА и талассемии ИС 
всегда был выше 3,4. Если рассматривать группу пациентов 
с неуточненной гемолитической анемией, то оказалось что 
значения ИС в четырех случаях из семи (57% больных) были 
выше 3,4, а в оставшихся трех случаях (43% больных) – в 
диапазоне 3,0–3,4. Интересно отметить, что пациенты с Г-6-
ФД, ВДА, НО, НСт и гемолитической анемией вследствие 

Т а б л и ц а  3
Значения эритроцитарных индексов в зависимости от нозологии

Нозология mcv, фл mch, пг mchc, г/л rDW, %

НС 78,56±0,83 28,46±0,28 362,5±2,41 19,03±0,48
НО 78,97±6,92 27,3±2,63 343,7±16,83 20,6±5,27
НСт 93 31,1 334 12,2
АИГА 96,04±22,42 31,3±2,28 330±11,48 18,1±2,28
Талассе-
мия

56,51±4,83 19,14±0,8 343,7±5,49 18,6±0,98

Г-6-ФД 97±0,84 32,25±0,65 332,5±9,5 11,9±0,2
ЖДА 61,15±7,2 19,35±1,96 314±14,32 19,65±0,86
ВСА 50,3 13 258 31,8
ВДА 81,35±2,61 28,05±0,72 345±7 17,2±0,29
Нв köln 86,5 26,1 301 16,1
Неуточ-
ненная

80,7±5,72 29,26±0,86 362,7±5,76 14,33±0,93

Рис. 1. Результаты расчета ИС у пациентов с различными 
анемиями.
1 – НС; 2 – талассемия; 3 – ЖДА; 4 – АИГА; 5 – НО; 6 – НСт; 7 – анемия 
неуточненная; 8 – ВДА; 9 – ВСА; 10 – Г-6-ФД; 11 – hb köln. Диапазон 
нормальных значений 3,4–3,9.

Рис. 2. Результаты ЭМА-теста у пациентов с различными 
анемиями.
1 – НС; 2 – талассемия; 3 – ЖДА; 4 – АИГА; 5 – НО; 6 – НСт; 7 – анемия 
неуточненная; 8 – ВДА; 9 – ВСА; 10 – Г-6-ФД; 11 – hb köln. Диапазон 
нормальных значений 0,8–1,0.

Т а б л и ц а  4
Среднее содержание сфероцитов в мазке периферической крови 
в зависимости от нозологии

Нозология Сфероциты, % Погрешность

НС (n = 59) 14,87 ±13,5
НО (n = 3) 0,43 ±0,66
НСт (n = 1) 0,1
АИГА (n = 5) 0,98 ±0,99
Талассемия (n = 9) 3,733 ±9,53
Г-6-ФД (n = 2) 0,2 ±0,14
ЖДА (n = 4) 0,05 ±0,057
ВСА (n = 1) 8,8
ВДА (n = 2) 0,95 ±0,21
hb köln (n = 1) 1
Неуточненная анемия (n = 7) 0,68 ±0,9
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явлено до инкубации и только у 10 (28,5%) из них после ин-
кубации.

Снижение значения ЭМА-теста было выявлено в 51 слу-
чае (54% больных), из них 47 – с подтвержденным диагнозом 
НС, 1 – с НСт, 2 – с АИГА, 1 – с гемолитический анемией 
вследствие носительства нестабильного гемоглобина (hb 
köln). 

Нормальные значения ЭМА-теста обнаружены в 43 (46%) 
случаях, из них в 12 с установленным диагнозом НС.

Полученные результаты специфичности и чувствитель-
ности анализируемых методов диагностики представлены 
в табл. 5. ЭМА-тест, несмотря на заявленные характеристи-
ки, показал не самые высокие показатели чувствительности 
(79%) и специфичности (80%). Наши данные оказались зна-
чительно ниже описанных в работах m. king и соавт. [3].

Наиболее чувствительными методами, по нашим данным, 
остаются ОРЭ (чувствительность 91%) и эритроцитометрия 
(чувствительность до 96%). Но хотелось бы отметить, что 
полученные нами данные свидетельствуют о самой высо-
кой специфичности все-таки у ЭМА-теста (80%) в отличие 
от других методов диагностики. Специфичность ОРЭ соста-
вила 60% (до инкубации) и 71% (после инкубации). В зави-
симости от показателей (обнаружение сфероцитов, диаметр 
эритроцита, ИС) эритроцитометрия показала результаты 
специфичности от 54 до 74%.

Среди ложноположительных результатов снижение ЭМА-
теста в части случаев АИГА с тепловыми агглютининами (2 
пациента в нашем исследовании) можно объяснить за счет 
присоединения антител класса igG к внеклеточным фрагмен-
там белка полосы 3 с последующим их удалением макрофа-
гами [5], что сопровождалось и обнаружением сфероцитов в 
периферической крови больных и низкими значениями ИС и 
измененной ОРЭ.

Следует отметить, что ни у одного пациента с ЖДА или 
талассемией не было выявлено снижения ЭМА-теста. 

Заключение. Полученные результаты согласуются с ранее 
опубликованными данными, демонстрирующими отсутствие 
100% чувствительности и специфичности для всех исполь-
зуемых в настоящее время методов лабораторной диагности-
ки НС. 

Целесообразно использовать комплекс клинико-
лабораторных исследований для корректной диагностики 
различных форм гемолитической анемии. 
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Т а б л и ц а  5
Чувствительность и специфичность диагностических методов в 
группе больных НС

Показатель Общее количество 
пациентов/количество 

пациентов, имеющих по-
ложительный результат

Чув-
стви-
тель-

ность, %

Специ-
фич-

ность, 
%

ЭМА-тест 59/47 79 80
ОРЭ до инкубации 59/54 91 60
ОРЭ после инкубации 59/54 91 71
Средний диаметр 
эритроцита

59/53 89 71

ИС 59/57 96 57
Сфероциты в мазке 59/55 93 74


