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В статье представлены данные литературы о лабораторных критериях выявления и мониторирования течения заболе-
вания у пациентов с диагнозом «сахарный диабет»; освещаются вопросы методических подходов определения гликиро-
ванного гемоглобина, приводятся результаты собственных исследований гликированного гемоглобина у 149 пациентов 
в рамках сравнения двух методических подходов, сопоставление результатов, с последующей трактовкой полученных 
данных. Демонстрируется «случайная» лабораторная находка качественной гемоглобинопатии, обсуждаются резуль-
таты, признанные невалидируемыми и подход к интерпретации подобных значений. Целью исследования было сопо-
ставление результатов определения гликированного гемоглобина, выполненное хроматографическим и электрофорети-
ческим методами. Для этого 149 пациентам выполнялось  определение гликированного гемоглобина из одного образца 
плазмы, стабилизированной К2 ЭДТА на Bio-Rad D10 и Sebia Capillarys Flex Piercing 2.
Сравнительное изучение результатов определения гликированного гемоглобина продемонстрировало разницу в абсолют-
ных значениях, однако, выявлена статистически достоверная (р<0,05) корреляционная связь между значениями глики-
рованного гемоглобина, выраженными в процентах, полученными разными методами.
Таким образом, выбор метода определения гликированного гемоглобина в данном случае не является принципиальным, 
однако, важно придерживаться в лечении и долгосрочном мониторировании одного и того же метода.
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По данным Международной федерации диабета на 
текущий момент количество пациентов с сахарным 
диабетом составляет 400 млн человек, а к 2040 г. про-
гнозируется увеличение числа пациентов с данным 
заболеванием до 640 млн человек [1]. Столь высокие 
цифры заболевших людей свидетельствуют о том, что 
выявление диабета происходит не своевременно.  Это 
связанно с его малосимптомным течением, недоста-
точным объемом первично проведенных исследова-
ний (определение уровня глюкозы), игнорирования 
пациентом рекомендаций врача по оценке состояния 
углеводного обмена [2]. Диагноз «сахарный диабет» 
устанавливается на основании уровня глюкозы в кро-
ви натощак (в течение не менее 8 и более 14 ч после 
последнего приема пищи) более 6,1 ммоль/л для ка-
пиллярной крови и более 7,0 ммоль/л для венозной 
плазмы [3]. С 2011 г. ВОЗ одобрила возможность ис-
пользования гликированного гемоглобина (HbA1с)  
для диагностики сахарного диабета. Согласно клини-
ческим рекомендациям «Алгоритмы специализиро-
ванной медицинской помощи больным сахарным ди-
абетом» 2017 г. диагноз сахарного диабета устанавли-
вается  на основании двукратного определения HbA1c  
или однократного определения HbA1c + однократного 
определения уровня глюкозы. В настоящее время ис-
следование гликированного гемоглобина прочно во-
шло во врачебную практику, ориентируясь именно на 
этот показатель, врач определяет лечебную тактику в 
дебюте заболевания и при динамическом наблюдении 
[4-6]. Анализ данных о взаимосвязи гипергликемии и 
любых микроангиопатических осложнений показы-
вает, что при снижении содержания HbA1c всего на 
1% общий риск таких осложнений уменьшается на 
37% [7]. Таким образом, правильный и регулярный 
контроль углеводного обмена обеспечивает снижение 
риска осложнений с последующим сокращением бли-
жайшего и отдалённого риска смертности. Учитывая 
это, диабетологи рекомендуют регулярное исследо-
вание уровня гликированного гемоглобина HbA1c не 
менее 4 раз в год для оценки степени компенсации 
углеводного обмена [8-10] (табл. 1). 

Гликирование – это присоединение сахара в 
N–концевому валину β–цепей гемоглобина А и про-
исходит в два этапа. Первый этап – быстрый и об-
ратимый (после приема пищи) с формированием 
лабильного HbA1с. Большая часть лабильного А1с 
превращается обратно в HbA0 после высвобождения 
глюкозы. Второй – с образованием стабильного ке-
таминного продукта [11].  Гликированный гемогло-
бин HbA1 составляет 5-7% от общего гемоглобина 
А. HbA1 разделяется на подгруппы в зависимости 
от того, какой сахар он связывает: HbA1а связыва-
ет фруктоза -1,6 дифисфат или глюкоза -6-фосфат, 
HbA1b связывает пируват, HbA1с связывает глюко-
зу. HbA1а, HbA1b называют минорными фракциями. 
Количественно преобладает фракция HbA1с, поэтому 
она дает более тесную корреляцию с уровнем глике-
мии и со степенью выраженности сахарного диабета. 
Скорость гликирования и количество образующего-
ся гликированного гемоглобина зависят от среднего 
уровня глюкозы в крови на протяжении срока жизни 
эритроцитов, поэтому показатель гликированного ге-

моглобина отражает средний уровень гликемии за три 
месяца, в отличие от однократного измерения глюко-
зы [12]. 

Существуют различные методологические под-
ходы к определению гликированного гемоглобина: 
хроматография, электрофорез, колориметрия, им-
мунохимия [13].  Не все они отвечают требовани-
ям высокой точности и соответствуют стандартам, 
принятым в исследовании DCCT (Diabetes Control 
and Complication Trial). Это послужило основанием 
для создания национальной программы стандарти-
зации HbA1c NGSP – The National Glycohemoglobin 
Standartization Program (Национальная программа по 
стандартизации гликогемоглобина, США), целью ко-
торой явилась стандартизация результатов измерения 
[9]. В последующем методика исследования гликоге-
моглобина в исследовании UKPDS (United Kingdom 
Prospective Diabetes Study) была стандартизована по 
DCCT. Таким образом, метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), которым поль-
зовались в вышеназванных исследованиях, стал ре-
ференсным. Согласно рекомендациям NGSP главным 
требованием к стандартизованным методам является 
воспроизводимость результатов, коэффициент вариа-
ции (CV) между независимыми сериями результатов 
не должен превышать 4% [14].

На текущий момент определение гликированного 
гемоглобина представлено двумя аналитическими 
концепциями: 

1) сепарация (разделение) на фракции с последую-
щей их количественной оценкой. К этой группе при-
надлежат методы высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, капиллярного электрофореза и аф-
финной хроматографии

2) химическое определение: в ходе иммунологи-
ческой или каскада химических реакций образуют-
ся продукты, которые можно детектировать методом 
иммунотурбодиметрии или колориметрическим ме-
тодом.

Для этих подходов в рамках преаналитического 
этапа происходит забор цельной стабилизированной 
крови (пробирка с ЭДТА). Далее при химическом 
колориметрическом определении биоматериал под-
вергают воздействию гемолизирующего агента. При 
иммунологическом исследовании гемолиза образца 
не происходит, так как образуется комплекс с гли-
кированным гемоглобином пробы пациента с анти 
гемоглобин А1с антителами. При использовании се-
парационных методов из свежей крови изолируются 
эритроциты, далее происходит удаление остаточных 
белков, оставшаяся эритроцитарная масса пробы под-
вергается осмотическому лизису с последующим раз-
делением. Основным преимуществом сепарационных 

Т а б л и ц а  1                                                                                                                                      
 Физиологические варианты гемоглобина

Фракция % содержания
HbA (HbA 0+ HbA1) 96,5
HbA 2 Менее 3,5
Hb F Менее 1
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методов является то, что в этом случае фракция А1с 
определяется напрямую, а не путём пересчёта общего 
гликированного гемоглобина на фракцию HbA1c, как 
в методах второй группы.

При всем многообразии методов, предлагаемых 
для определения гликированного гемоглобина, наи-
более полно соответствует современным требова-
ниям метод высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) в йон – обменной модификации, 
принятый NGCP как референсный метод и который 
используется в большинстве ведущих лабораторий 
мира. Оборудование, работающее по этому прин-
ципу, выполняет автоматическое разведение проб и 
вводит их в аналитический картридж. Прибор подает 
программируемый градиент буферов с возрастающей 
ионной силой в картридж, где происходит разделение 
фракций гемоглобина в соответствии с их ионным 
взаимодействием с материалом картриджа. Разделен-
ные фракции гемоглобина затем проходят через про-
точную фильтрационную фотометрическую ячейку, 
где происходит измерение оптического поглощения 
при 415 нм.

Большое внимание специалистов в последнее вре-
мя обращено к способу определения гликированного 
гемоглобина методом капиллярного электрофореза. 
В процессе капиллярного электрофореза в заполнен-
ной электролитом капиллярной колонке происходит 
движение белков биологического образца от анода к 
катоду под действием электрического поля и зависит 
от их массы и заряда. Таким образом, формируется 
профиль электрофоретической миграции, включаю-
щий ряд пиков (также называемых фракциями), каж-
дый из которых соответствует одному или несколь-
ким белкам. Абнормальные гемоглобины, такие как 
HbS, НbС и НbЕ, имеют отличную от характерной 
для НbА электрофоретическую подвижность. Кроме 
того, из-за остатка сахара (фруктоза -1,6 дифисфат 
или глюкоза -6-фосфат, пируват, глюкоза), связанно-
го с N-концевой аминокислотой в бета-цепи, HBA1с 
cвойственны меньшее значение изоэлектрической 
точки и, как результат, электрический заряд, немно-
го отличающийся от характерного для других гемо-
глобинов НВА0-типа. Таким образом, в электрофоре-
тическом поле или в ионообменной смоле скорость 
миграции HBA1 отличается от скорости НВА0, что 
позволяет отделить HBA1 от НВА0, имеющего другой 
заряд. В Российской Федерации по данным ФСВОК-
2016 используются следующие методы определения 
HbA1c: хроматография: ионообменная (ВЭЖХ), аф-
финная (микроколонки), иммунохимия [15].

На результаты измерения HbA1c влияют: условия 
взятия, транспортировки и хранения крови; также из-
вестно, что хроматографические колонки очень чув-
ствительны к изменениям температуры и рН буфера. 
Завышенные результаты могут быть у пациентов с 
талассемиями (при хроматографии HbF движется 
вместе с HbA1) , уремии, приёме высоких доз аспи-
рина, высоком уровне алкоголя, триглицеридов или 
билирубина в крови [13, 16]. При гемоглобинопати-
ях встречаются как завышенные, так и заниженные 
уровни HbA1c. Гемоглобины J, K, I, H, Bart и.т.д. за-
вышают уровни HbA1c, тогда как гемоглобины S, D, 

C, E, G занижают [17, 19]. Степень влияния этих фак-
торов на HbA1c и HbA1 зависит от того каким мето-
дом их измеряют, поэтому врач должен знать какой 
именно метод используется лабораторией. В сложных 
случаях, когда из-за возможной гемоглобинопатии 
уровень HbA1c определить проблематично,  можно 
исследовать уровень фруктозамина в сыворотке, но 
необходимо учитывать, что данный показатель отра-
жает уровень гликемии за период 2 – 3 недели.

Референтные интервалы гликированного гемогло-
бина, приведенные в литературе и разнообразных ин-
струкциях, варьируют в зависимости от типа метода. 
В настоящее время нет единой международной согла-
сованной стандартизации, по которой все коммерче-
ские методы могли бы быть откорректированы. Зна-
чимым обстоятельством является тот факт, что NGSP, 
рекомендует использовать процентные (%) единицы 
измерения, а Международная федерация клиниче-
ской химии (IFCC) придерживается мнения, что со-
держание гликогемоглобина должно выражаться в 
единицах IFCC (моль HbA1c/моль Hb). Установлен-
ная между двумя системами измерений взаимосвязь 
была проверена многочисленными исследованиями и 
утверждена документально [3].

Взаимосвязь данных показателей определяется со-
отношением:

NGSP = (0.915 * IFCC) + 2.15 (из ммоль/моль в %).
Так как абсолютные значения NGSP больше значе-

ний IFCC всего на 1,5–2 единицы, то одновременное 
существование двух близких систем оценки вызыва-
ет трудности и может явиться предпосылкой к оши-
бочному истолкованию результатов клиницистами и 
пациентами. В Российской Федерации принято ори-
ентироваться на процентные значения DCCT (NGSP), 
но необходимо иметь в виду и эти различия [3]. В со-
временных условиях пациенты могут пользоваться 
медицинскими услугами в разных городах, странах, 
поэтому вопрос стандартизации метода, используе-
мых калибровочных и контрольных материалов при-
обретает существенное значение [19, 20]. 

На текущий момент лаборатории с ежедневным по-
током проб пациентов свыше 500 человек, как прави-
ло, используют оборудование с хроматографическим и 
электрофоретическим принципом определения HbA1с. 
В межклинической биохимической лаборатории Пер-
вого МГМУ им. И.М. Сеченова установлено оборудо-
вание, позволяющее работать обоими методами. По-
вседневная работа по определению гликозилирован-
ного гемоглобина проводится на анализаторе Bio-Rad 
D10. В основе работы прибора лежит референсный ме-
тод – жидкостная ионообменная хроматография высо-
кого давления (ВЭЖХ).  Коэффициент вариации (CV) 
<4%  (на практике 1-1,5%). Прибор создает градиент 
концентрации за счет изменения скорости подачи бу-
феров на хроматографическую колонку, благодаря че-
му происходит разделение различных фракций гемо-
глобина (A1c,  A1a,  A1b,  LA1c/CHb,  A2, F) на ионооб-
менной смоле колонки, затем происходит регистрация 
фракций путем фотометрии при длине волны 415 нм. 
Результаты исследований представляются в виде рас-
печатки с хроматограммой и сообщением, идентифи-
цирующим все обнаруженные пики и относительный 
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Т а б л и ц а  2
 Описательная статистика выборок результатов определений  HbA1C анализаторов «Sebia Capillarys Flex Piercing 2» (переменная 

HbA1C_Sebia) и «Bio-Rad D10» (переменная HbA1C_D-10)

Переменная Количество наблюдений (n) Среднее значение
(Mean)

Минимальное
значение (Min)

Максимальное
значение (Max)

Ст.отклонение (Std.Dev.)

HbA1C_Sebia 142 8.647183 4.5 14.4 2.127553
HbA1C_D-10 149 8.522819 4.2 14.9 2.134185

Рис. 1.  Результат регрессионного анализа, доказывающий прямой линейный характер взаимосвязи определений гликогемогло-
бина на анализаторах «Sebia Capillarys Flex Piercing 2» и «Bio-Rad D10».

Рис. 2. Диаграмма размаха представляет результат сравнительного анализа между двумя аналитическими системами методом 
парного T-теста и позволяет визуально сопоставить средние значения (математические ожидания) и их стандартные ошиб-
ки для двух методик определения гликогемоглобина на «Sebia Capillarys Flex Piercing 2» (HbA1C_Sebia) и «Bio-Rad D10» 
(HbA1C_D-10). Значение, изображенное квадратом соответствует среднему значению выборки (Mean). Горизонтальная сторо-
на прямоугольника равна стандартной ошибке для среднего значения (SE). Горизонтальный внешний отрезок  соответствует 
значению стандартной ошибки для среднего, умноженному на 1.96. 
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Материал и методы. Обследовано 149 пациентов 
в возрасте от 10 до 80 лет обоих полов, находившихся 
на обследовании и лечении в стационаре, среди ко-
торых 116 пациентов с сахарным диабетом и 34 па-
циента с различными заболеваниями. Исследования 
выполнялись из плазмы, стабилизированной К2 ЭД-
ТА из одной пробы в тот день на Bio-Rad D10 и Sebia 
Capillarys Flex Piercing 2. Из 149 проб результативны-
ми на Sebia Capillarys Flex Piercing 2 оказалось 142. 
Для семи проб неучтённых в анализе электрофорети-
ческая система выдавала предупреждающие сигналы: 
«Значения HbA1C не отображаются», «Атипичный 
профиль», «Оптическая плотность образца слишком 
низкая». После проведения действий, рекомендуемых 
производителями оборудования, в некоторых из семи 
образцов были получены результаты, в других циф-
рового значения результата достигнуто не было. Было 
принято решение об исключении вышеуказанных се-
ми проб из статистической обработки.

Результаты и обсуждение. Статистическую обра-
ботку полученных результатов проводили методами 
описательной и параметрической статистики, с пред-
варительной проверкой гипотезы о нормальности 
распределения выборок и равенства дисперсий (табл. 
2). Для автоматизации статистической обработки ис-
пользован аналитический пакет Statistica for Windows 
8.0. Оценку соответствия распределения данных вы-
полняли с помощью критерия согласия Колмогорова-
Смирнова. 

Для проверки взаимосвязи между двумя методи-
ками определения гликогемоглобина применяли кор-
реляционный и регрессионный анализ. Корреляцион-
ный анализ определил прямой характер взаимосвязи 
переменных (коэффициента корреляции: r = 0,98).

С помощью линейного регрессионного анализа опре-
делили параметры прямой, которая наилучшим спосо-
бом предсказывает значение одной переменной на осно-
вании значения другой согласно формуле: HbA1C_D-10 
= .10094 + .96960 * HbA1C_Sebia. (рис. 1.)

Для выполнения сравнительного анализа между 
двумя аналитическими системами применялся стати-
стический метод парного T-теста. При сравнении двух 
методик мы изначально исходили из того, что они не 
отличаются (нулевая гипотеза Н0). В результате про-
веденного анализа была отвергнута нулевая гипотеза 
и принята гипотеза H1 с уровнем значимости α=0,05. 
Таким образом, можно заключить, что имеются до-
стоверные различия (p<0,05) между двумя методика-
ми определения гликогемоглобина на «Bio-Rad D10» 
и «Sebia Capillarys Flex Piercing 2» (рис. 2).

Данное утверждение можно проиллюстрировать 
следующим клиническим примером. В лабораторию 
поступила кровь пациента 65 лет, уроженца Север-
ного Кавказа, находившегося на лечении в гастроэн-
терологическом отделении, госпитализированного с 
диагнозом рефлюкс – эзофагит (рис. 3).

В биохимическом анализе крови: общий белок 78,4 
г/л; альбумин 47,6 г/л; глюкоза 5,4 ммоль/л; мочевая 
кислота 317 мкмоль/л; креатинин 105,1 мкмоль/л; 
азот мочевины 7,8 ммоль/л; билирубин общий 20,9 
мкмоль/л; билирубин прямой 6,2 мкмоль/л; кальций 
ионизированный 1,3 ммоль/л; железо 21,9 мкмоль/л; 

процент каждого пика. Результаты определения уров-
ня фракции HbA1C представлены отдельной строкой. 
Также лаборатория оснащена прибором капиллярного 
электрофореза Sebia Capillarys Flex Piercing 2. Коэффи-
циент вариации (CV) <4%  (на практике 1-1.5%). Ру-
тинно на данном анализаторе проводится разделение 
белков на фракции альбумин, альфа 1, альфа 2, бета 
и гамма-глобулины. Для улучшения диагностических 
возможностей лаборатории было апробировано элек-
трофоретическое фракционирование гемоглобина с 
оценкой корреляции результатов определения HbA1с 
по результатам ВЭЖХ.

Рис.3. Определение HbA1C хроматографическим методом.
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трансферрин 3,1 г/л; % насыщения железом 27,96%; 
щелочная фосфатаза 191 ед/л (референсный интер-
вал 70 – 360); АСТ 28 ед/л; АЛТ 34 ед/л; ГГТ 33 ед/л; 
амилаза 119 ед/л (референсный интервал 28 – 100); 
СРБ 0 мг/л. В общем анализе крови гемоглобин 156 
г/л; эритроциты 5,51х1012/л; лейкоциты 7,57х109/л; 
тромбоциты 170х109/л. В лейкоцитарной форму-
ле – эозинофилия до 9% (в абсолютном значении 
0,68х109/л), остальные параметры без особенностей. 
При количественном определении гликированного 
гемоглобина методом ВЭЖХ на анализаторе D-10, 
Bio-Rad , был получен результат, представленный на 
рис. 3. Очевидно, что результат определения HbA1C 
71,1% нельзя считать диагностически достоверным, 
т.к. на представленной хроматограмме в зоне HbA1C 
появился пик мутационного гемолобина. Нами была 
предпринята попытка исследовать плазму данного 
пациента на гликированный гемоглобин другим мето-
дом. Возможной альтернативой в данном случае явля-
ется электрофоретическое определение. Мы предпо-
ложили, что форма мутационного гемоглобина будет 
мигрировать в другую область, где не будет перекры-
вать пик HbA1C. Исследование было проведено на 
Sebia Capillarys Flex Piercing 2. Полученный результат 
представлен на рис. 4.

В ходе определения фракции гликированного гемо-
глобина не было выявлено, однако появилась патологи-
ческая фракция HbA2. Очевидно, что в данном случае 
результаты, полученные двумя способами не подлежат 
валидации. В отделение было направлено пояснение 
о целесообразности проведения генетического иссле-
дования с целью установления качественной мутации 
гемоглобина. Для оценки состояния углеводного об-
мена данного пациента можно использовать определе-
ние фруктозамина, который представляет собой более 
кратковременный индекс гликемии по сравнению с 

гликированным гемоглобином. Данный пример де-
монстрирует, что случайные лабораторные находки, 
интерпретируемые как «невалидируемые результаты» 
необходимо перепроверять методически разными спо-
собами, а также что любые результаты исследования 
должны быть сопоставимы с другими лабораторными 
показателями. Использование этого принципа позво-
лит исключить лабораторно-диагностическую ошиб-
ку. Результаты исследования указывают, что изучен-
ные методики обладают сравнимой диагностической 
ценностью и хорошей корреляцией, однако, имеются 
достоверные различия между числовыми значениями 
гликогемоглобина, полученными с использованием 
разных методик.

Выводы
1. Методики определения гликированного гемо-

глобина – хроматографическая на анализаторе Bio-
Rad D10 и электрофоретическая на Sebia Capillarys 
Flex Piercing 2 обладают сравнимой диагностической 
ценностью.

2. Сравнительное изучение результатов определе-
ния гликированного гемоглобина продемонстрирова-
ло разницу в абсолютных значениях, однако, выявлена 
статистически достоверная ( р <0,05) корреляционная 
связь между значениями гликированного гемоглоби-
на, выраженными в процентах, полученными двумя 
вышеуказанными методами.

3. При исследовании гликированного гемоглобина 
очень важно как информировать клиницистов о ме-
тоде исследования, так и обязательно указывать его 
на бланке результата анализа наряду с референсным 
значением метода.

4. Необходимо обратить внимание клиницистов на 
тот аспект, что динамическое наблюдение пациента и 
коррекция терапии должны осуществляться в рамках 
одного метода.

Рис.4. Определение  HbA1C электрофоретическим методом.
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