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Прямой флуориметрический анализ внеклеточной свободной ДНК (внДНК) выглядит как перспективный тест для диа-
гностики и мониторинга онкологических заболеваний. Нами были оценены основные аналитические параметры этого 
метода, а также его региональные референтные интервалы, межиндивидуальная и внутрииндивидуальная вариабель-
ность. Было установлено, что предел обнаружения метода равен 42,2 нг/мл, а ответ линеен до 1000 нг/мл (R2 > 0,99). 
Замораживание/размораживание плазмы не оказывает никакого влияния на результат анализа вплоть до четвертого 
цикла. Хранение образцов крови перед центрифугированием в течение 8 ч не оказывает существенного влияния на изме-
ряемый уровень внДНК. Хранение образцов плазмы при –20°C в течение месяца также не имеет существенного эффек-
та. Коэффициенты аналитических внутридневной и междневной вариаций не превышали 7,2%. Уровень внДНК в плазме 
у здоровых добровольцев составил 305,7 ± 39,5 нг/мл (M ± σ), а в сыворотке — 422,7 ± 86 нг/мл. Индексы индивидуально-
сти были равны 0,47 и 0,29 (плазма и сыворотка крови соответственно). Таким образом, в нашей работе показано, что 
прямой флуориметрический метод количественного определения внДНК характеризуется приемлемым для клинических 
исследований уровнем качества измерений, простотой процедуры, не требующей предварительной экстракции, и мо-
жет стать перспективным протоколом для применения в рутинной лабораторной практике.
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видуальная вариабельность.
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The direct fluorimetric analysis of extracellular free DNA looks like a perspective test for diagnostic and monitoring of oncologic 
diseases. The major analytical parameters of this technique were evaluated and its regional reference intervals and inter-individual 
and intra-individual variability as well. It was established that the technique limit of detection equals 42.2 ng/ml and response is 
linear till 1000 ng/ml (R2 >0.99). The freezing/unfreezing of plasma exerts no influence on result of analysis up to fourth cycle. 
The storage of blood samples during 8 hours before centrifugation has no significant effect on measuring level of extracellular free 
DNA. The storage of plasma samples at -20oC during a month also has no significant effect.  The coefficients of analytical intra-
day and inter-days variations not exceeded 7.2%. The level of extracellular free DNA in plasma of healthy volunteers amounted 
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correspondingly). Therefore, it is demonstrated that direct fluorimetric technique of quantitative  detection of extracellular free 
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Анализ содержания внеклеточной ДНК (внДНК) в крови 
человека показал, что уровень этого маркера у онкологических 
больных существенно выше, чем в норме [1, 2]. Однако вопрос 
о перспективах использования данного показателя в клиниче-

ской практике остается открытым [3]. Это связано с рядом фак-
торов, таких как многостадийность и разнообразие процедур 
выделения и количественного определения внДНК, их высокая 
стоимость, а также отсутствие стандартизованного протокола, 
удобного для применения в практике обычной лаборатории.

В 2009 г. Н. Гольдштейном и соавт. [4] был разработан 
прямой флуориметрический метод количественного опреде-
ления внДНК с использованием красителя syBr gold. По 
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мнению ряда авторов, это точная и простая процедура для из-
мерения уровня внДНК в биологических жидкостях, не тре-
бующая первичной экстракции ДНК и амплификации [4, 5].

Цель данного исследования состояла в определении ха-
рактеристик метода, предусмотренных в требованиях к кли-
ническим лабораторным технологиям [6, 7, 8, 9], а именно: 
определение аналитических параметров, региональных рефе-
рентных интервалов, оценка внутрииндивидуальной и меж- 
индивидуальной вариабельности данного показателя.

Материал и методы. Содержание внДНК измеряли пря-
мым флуориметрическим методом согласно czeiger d. et al. [5]. 
Краситель syBr gold nucleic acid gel stain (invitrogen, кат. 
№ s-11494) разводили 1:1000 в диметилсульфоксиде (ПанЭко, 
кат. № Ф135), а затем — 1:8 в 0,1 М натрий-фосфатном буфере  
(ph = 7,4). Полученный реагент смешивали с пробой в соот-
ношении 4:1. Измерения проводили на спектрофлуориметре 
mpf-4 (hitachi) при длине волны возбуждения 485 нм (ширина 
щели = 10 нм) и испускания 535 нм (ширина щели = 20 нм).

Оценку аналитических характеристик метода проводили 
согласно рекомендациям ich, ГОСТ Р ИСО 11843-2—20071 
[6, 7].

Изучение стабильности образцов сыворотки проводили 
согласно рекомендации управления по контролю качества 
продуктов и лекарств [8].

Предел обнаружения метода определяли при разведении 
стандартного раствора ДНК (invitrogen, кат № Q32854) Te 
буфером (Амплисенс, ref 948) в диапазоне концентраций 
0—500 нг/мл (i = 8, J = 3, K = 2). Влияние матрицы исследова-
ли при разведении стандартного образца ДНК плазмой крови 
(i = 6, J = 3, K = 2). Для определения параметров стабильности 
пробы образец с известным уровнем ДНК подвергали трем 
циклам замораживания и оттаивания с интервалом 24 часа. 
Для изучения стабильности пробы при воздействии комнат-
ной температуры образец цельной крови оставляли на 1, 2, 4, 8 
и 24 ч до момента центрифугирования. Для исследования дли-
тельного воздействия температуры аликвоты образца с извест-
ной величиной уровня внДНК хранили до анализа при -20°c, 
после чего снова анализировали содержание внДНК в четырех 
приготовлениях с интервалом 1 нед в течение месяца.

Оценку сходимости (intra-assay precision) и воспроизво-
димости (intermediate precision) [6, 7] проводили на основа-
нии результатов 10 измерений двух образцов плазмы с раз-
ным уровнем содержанием внДНК в течение одного дня и в 
течение 10 дней соответственно. Для анализа пробы аликво-
тировали и хранили в замороженном виде.

Оценку индивидуальной вариабельности уровня внДНК 
плазмы и сыворотки крови проводили на образцах, взятых 
от 10 условно здоровых добровольцев (из них 2 мужчины и 
8 женщин в возрасте от 22 до 31 года) на протяжении 4 нед 
[9]. Забор периферической крови проводился 1 раз в неделю. 
Образцы анализировались в дубликатах (K = 2).

Для оценки границ референтного интервала группа до-
бровольцев формировалась в динамике путем накопления 
данных до достижения стабильных показателей среднего 
значения и стандартного отклонения. Критерии включения 
в данную группу были следующими: отсутствие острых 
воспалительных заболеваний, отсутствие аутоиммунной па-
тологии, отсутствие инфаркта миокарда в острой фазе, от-
сутствие хирургического вмешательства за 10 дней до взятия 
биологических образцов. В конечном итоге размер группы 
составил 24 человека в возрасте от 25 до 61 года, из них 11 
женщин (46%) и 13 мужчин (54%).

Расчет параметров функции отклика проводили с при-
менением линейного регрессионного анализа. При оценке 
индивидуальной и групповой вариабельности, как и при ана-
лизе влияния условий хранения образца на результаты ана-
лиза, использовали многофакторный дисперсионный анализ 
(anova, с множественными сравнениями по Даннету, при  
p < α, statistica 6). Критическим уровнем доверительной ве-
роятности считали α = 0,005.

Результаты. Аналитические характеристики метода. 
Зависимость аналитического сигнала от приготовленной 
концентрации образца (рис. 1) в пределах исследованного 
диапазона была линейной (r2 > 0,99). Стандартные отклоне-
ния при разных уровнях аналита отличались незначительно, 
поэтому предел обнаружения метода рассчитывали в соот-
ветствии с ГОСТом Р ИСО 11843-2—2007. Значение предела 
обнаружения, полученное при анализе функции отклика при 
разведении стандартного образца ДНК ТЕ буфером, состави-
ло 42,2 нг/мл (см. рис. 1).

При исследовании влияния матрицы (плазмы крови) на 
параметры функции отклика было установлено, что как коэф-
фициент детерминации (r2), так и коэффициент чувствитель-
ности имеют те же значения, что и при разведении стандарт-
ного образца буфером (см. рис. 1). Оценка предела обнаруже-
ния в этих условиях оказалась даже более низкой (25,2 нг/мл).  
Таким образом, матрица не оказывает существенного влия-
ния на результаты определения ДНК данным методом.

1 ГОСТ Р ИСО 11843-2—2007 Статистические методы. Способ-
ность обнаружения. Часть 2. Методология в случае линейной 
калибровки. М.: Стандартинформ, 2007.

Т а б л и ц а  1
Влияние условий хранения образца на результаты измерений 

1. Стабильность образца плазмы при замораживании—оттаивании

Цикл разморозки  
(F = 5,3, p = 0,007)*

Среднее значе-
ние, нг/мл

σ Смещение, % 
(M ± σ)

Исходная проба 351,0 20,9
1 340,4 18,9 –3,0 ± 5,4
2 359,5 21,3 2,4 ± 6,1
3 385,0 19,8 9,7 ± 6,3
4 395,3# 25,4 12,6 ± 7,2
Внутридневная вариабельность 18,9 (КВ = 5,2%)
Междневная вариабельность 51,7

2. Хранение образца крови при комнатной температуре
Срок, ч (F = 13,6,  

p < 0,001)*
Среднее зна-
чение, нг/мл

σ Смещение, % 
(M ± σ)

0 352,0 24,9
1 350,0 20,8 –0,6 ± 5,9
2 354,7 20,8 0,8 ± 5,9
4 359,7 21,2 2,2 ± 6,0
8 376,5 20,1 7,0 ± 5,7
24 439,6# 14,4 24,9 ± 4,1
Внутридневная вариабельность 19,0 (КВ = 4,5%)
Междневная вариабельность 77,0

3. Влияние длительного хранения образца плазмы при –20°c
Срок, нед (F = 1,4,  

p = 0,27)*
Среднее зна-
чение, нг/мл

σ Смещение, % 
(M ± σ)

0 350,9 20,8
1 344,9 21,7 –1,7 ± 6,2
2 351,8 6,2 0,25 ± 1,76
3 355,5 19,5 1,32 ± 5,56
4 364,6 11,1 3,9 ± 3,15
Внутридневная вариабельность 16,9 (КВ = 4,8%)
Междневная вариабельность 20,1

П р и м е ч а н и е : * — результаты 2-факторного дисперсионного 
анализа; # — p < 0,05 по критерию Даннета.



771

RussIan ClInICal labORaTORY DIagnOsTICs. 2016; 61(11)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-11-769-772

bIOCheMIsTRY

Влияние условий хранения образцов на результаты изме-
рения. Замораживание образцов плазмы (табл. 1, п. 1) при-
водило к увеличению измеряемого уровня внДНК на 12,6 ± 
7,2% (p < 0,05 по критерию Даннета) лишь при четвертом 
цикле замораживания-оттаивания.

Хранение образца крови до центрифугирования в тече-
ние 1—8 ч (табл. 1, п. 2) не оказывает существенного влия-
ния на измеряемый уровень цДНК. При хранении в течение 
суток происходило повышение измеряемого уровня на 24,9 ± 
4,1% (p < 0,05). Это может быть связано с выходом ДНК из 
оставшихся после центрифугирования клеток крови. Поэто-
му образцы плазмы должны быть отделены от клеток крови 
не более чем через 8 ч после венепункции.

Хранение образца плазмы при –20°c в течение месяца 
(табл. 1, п. 3) не приводит к достоверному изменению уровня 
внеклеточной ДНК (p > 0,05).

Оценка сходимости и воспроизводимости результатов из-
мерения, проведенная согласно рекомендациям ich [6, 7], 
для двух уровней содержания внДНК в плазме (табл. 2) пока-
зала, что их значения близки к тем, которые были получены 
при исследовании влияния условий хранения образца (см. 
табл. 1). Коэффициент вариации для внутридневной вариа-
ции не превышал 7,2%, для междневной был не более 7,1%.

Определение границ референтного интервала. При нако-
плении результатов определения внДНК у лиц без выявленной 
патологии оказалось, что параметры распределений мало из-
меняются после того, как размер выборки достигает 20 чело-
век (рис.2, 3). Поэтому выборку из 24 человек сочли достаточ-

Т а б л и ц а  2
Внутридневная (сходимость) и междневная (воспроизводи-
мость) вариабельность метода, измеренная согласно рекомен-
дациям ICH [6,7] 

Вариабельность M σ КВ%

Внутридневная 386,9 24,1 6,2
Внутридневная 754,8 54,7 7,2
Междневная 384,4 27,5 7,1
Междневная 725,9 39,6 5,4

Т а б л и ц а  3
Характеристики распределения пациентов контрольной груп-
пы по содержанию внДНК в плазме и сыворотке крови, изме-
ренному прямым флуориметрическим методом, нг/мл (n = 24)

Показатели M σ Персентили
5% 25% Медиана 75% 95%

Плазма 305,7 39,5 249,0 275,9 309,4 325,0 363,6
Сыворотка 422,7 86,0 324,1 381,3 394,4 458,1 601,2

Т а б л и ц а  4
Внутрииндивидуальная, межиндивидуальная, аналитическая 
вариабельность уровня внДНК в плазме и сыворотке крови 

Показатели cvi cvg cva ii rcv по С. Фрейзеру[9]

Плазма 16,2 34,2 4,7 0,47 45,7%
Сыворотка 11,2 38,5 3,4 0,29 31,6%

Рис. 1. Функция отклика метода прямого флуориметрическо-
го определения ДНК при разведении стандартного образца 
ДНК Te буфером (i = 8, J = 3, K = 2 [8] и плазмой крови  
(i = 6, J = 3, K = 2) (среднее значение ± 95% доверительный 
интервал).

Рис. 2. Зависимость параметров распределения пациентов по 
уровню цДНК от размера группы при исследовании образ-
цов плазмы.

Рис. 3. Зависимость параметров распределения пациентов по 
уровню цДНК от размера группы при исследовании образ-
цов сыворотки.
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ной для предварительной оценки границ референсного интер-
вала. Параметры распределения данной группы пациентов по 
измеренному прямым флуориметрическим методом уровню 
внДНК в плазме и сыворотке крови приведены в табл. 3.

Полученные нами данные сопоставимы с уровнем внДНК 
условно здоровых добровольцев по данным h. goldshtein [4] 
— 471 ± 203 нг/мл и r. agassi [10] — 395 ± 248 нг/мл.

Результаты оценки внутрииндивидуальной и межинди-
видуальной биологической вариабельности уровня внДНК в 
плазме и сыворотке крови приведены в табл. 4.

Индексы индивидуальности, рассчитанные на основе по-
лученных данных о вариабельности показателя, оказались 
равными 0,47 и 0,29 (плазма и сыворотка соответственно). 
Согласно c. fraser [9], такие значения соответствуют высо-
кому вкладу индивидуальности, что позволяет предполагать 
необходимость учитывать при интерпретации данных дина-
мики уровня внДНК плазмы и сыворотки крови именно ко-
эффициент критической разницы (rcv).

Суммируя вышеизложенные наблюдения, можно гово-
рить о перспективности исследования прямого флуориме-
трического метода количественного определения внДНК в 
связи с приемлемым для клинических исследований уров-
нем качества измерений, простотой процедуры и хорошей 
воспроизводимостью.
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ВОЗМОЖНОСТИ СЫВОРОТОЧНОГО ЦИСТАТИНА C В ДИАГНОСТИКЕ ПИЕЛОНЕФРИТА 
У БЕРЕМЕННЫХ

Республиканское государственное предприятие на праве хозяйственного ведения «Карагандинский государственный 
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Цистатин C считается одним из маркеров функционального состояния почек у беременных. Настоящее исследование 
проводилось для оценки возможности его применения в качестве биологического маркера пиелонефрита у беременных.
В исследовании приняли участие 126 беременных женщин с разными сроками гестации. Участницы были разделены на 
две группы: 1-я группа — с пиелонефритом (64 человека), 2-я группа — без пиелонефрита (62 человека). Сывороточные 
значения цистатина C определяли с помощью иммуноферментного анализа. Статистический анализ проводился 
непараметрическими методами с использованием критерия Краскела—Уоллиса для сравнения 3 независимых групп и 
критерия Вилкоксона (Манна—Уитни) для апостериорных сравнений.
Сравнительный анализ значений цистатина C у беременных в зависимости от триместра выявил повышение его уровня, 
начиная со II триместра — 0,815 (0,622; 0,914), и более высокие значения в III триместре — 1,076 (0,917; 1,463) (p = 0,0007). 
Этот тренд повторяется при детальном изучении показателей цистатина C в каждой группе по отдельности. Различия 
в значениях цистатина C в двух группах в целом и между триместрами не достигали статистически значимых уровней. 
Однако в группе с пиелонефритом его значения в I и III триместрах были выше, чем в группе без пиелонефрита.
Наиболее высокие значения содержания цистатина C у беременных женщин (p = 0,0007) наблюдались в III триместре. 
Межгрупповые различия сывороточных значений содержания цистатина C не были обнаружены, что не позволяет 
рекомендовать его в качестве раннего маркера повреждения почек у беременных при пиелонефрите.
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