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Аннотация
Цель — установить референсные интервалы содержания свобод­
ного гемоглобина при исследовании его гемоглобинцианидным 
методом на биохимическом автоматическом анализаторе. 
Материал и методы. Референсная группа была сформирова­
на следующим образом: 120 здоровых мужчин и 120 здоровых 
женщин, проживающих в Астраханской области, в возрасте от 
20 до 60 лет.
Контроль качества определения свободного гемоглобина обес­
печивали стандартизацией преаналитического долабораторного, 
преаналитического лабораторного, аналитического и постана­
литических этапов.
Забор крови осуществляли пункцией кубитальной вены после на­
ложения жгута (не более 1 минуты) в положении пациента лежа 
в двухкомпонентные системы для забора крови — одноразовые 
полипропиленовые пробирки с активатором свертывания крови 
(Sarstedt, Германия). Для получения сыворотки крови пробирки с 
кровью центрифугировали при 2500 оборотах в минуту в течение 
10 минут.
Свободный гемоглобин в сыворотке крови определяли гемогло- 
бинцианидным методом на автоматическом биохимическом ана­
лизаторе ILAB 300 PLUS (Laboratory Instrumentation, USA).
Все статистические процедуры выполняли с помощью программ­
ного пакета Statistica 6.0 for Windows (StatSoft Inc., USA). 
Результаты. В работе использовали классический подход с при­
менением строгих критериев включения и исключения, рекомен­
дованных CLSI C 28-A3. Гендерных и возрастных различий в со­
держании свободного гемоглобина в сыворотке крови у мужчин 
и женщин Астраханской области не обнаружено. Референсный 
интервал свободного гемоглобина составил у мужчин и женщин 
Астраханской области 0,02—0,84 г/л.

Ключевые слова: свободный гемоглобин, операции на сердце, 
искусственное кровообращение, внутрисосудистый гемолиз, ре- 
ференсный интервал.
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Free hemoglobin reference intervals detected 
with hemoglobin-cyanide method on a biochemical 

automatic analyzer ILAB 300 PLUS
Olga I. Murygina1, Elena R. Zhukova1, Olga V. Petrova1, 2, Dina M. Nikulina2

Abstract
Objectives — to evaluate the reference intervals for free hemoglobin 
concentration with the help of hemoglobin-cyanide method and a 
biochemical automatic analyzer.
Material and methods. The reference group consisted of 120 healthy 
men and 120 healthy women from the Astrakhan region aged from 20 
to 60 years.
The fulfilment of standard procedures during the pre-analytical pre­
laboratory, pre-analytical laboratory, analytical and post-analytical stages 
of the study ensured the quality control for free hemoglobin evaluation. 
Blood samples were taken with cubital vein puncture after applying a 
tourniquet (for not more than 1 minute), patient in lying position, using
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two-component blood sampling systems — disposable polypropylene tubes 
with a blood coagulation activator (Sarstedt, Germany). To obtain blood 
serum, blood tubes were centrifuged at 2500 rpm during 10 minutes. 
The free hemoglobin in blood serum was detected by the hemoglobin- 
cyanide method using a ILAB 300 PLUS biochemical automatic 
analyzer (Laboratory Instrumentation, USA).
The data was processed using the software package Statistica 6.0 for 
Windows (StatSoft Inc, США).
Results. We used the classical approach and followed the strict inclusion 
and exclusion criteria, recommended by CLSI C 28-A3 guidelines. 
Gender and age differences in the content of free hemoglobin in blood 
serum in men and women of the Astrakhan region were not found. 
The reference interval of free hemoglobin in men and women of the 
Astrakhan region was evaluated as 0.02—0.84 g/l.
Keywords: free hemoglobin, heart surgery, cardiopulmonary bypass, 
intravascular hemolysis, reference interval.
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■  ВВЕДЕНИЕ
Ежегодно в мире выполняется около 800 тысяч 

операций на сердце в условиях искусственного кро­
вообращения (ИК). ИК — метод, позволяющий под­
держивать кровоток в организме (отдельном органе) 
непродолжительное время за счет полной замены насо­
сной функции сердца и газообменной функции легких. 
Несмотря на развитие современной перфузиологии, 
анестезиологии и реанимации, кардиохирургии, ИК 
является фактором внутрисосудистого гемолиза.

Диагностика внутрисосудистого гемолиза осущест­
вляется с помощью определения лабораторного показа­
теля — свободного гемоглобина (внеэритроцитарного) 
в сыворотке/плазме крови.

Оценка результатов лабораторного исследования 
проводится с помощью сопоставления полученных ре­
зультатов с референсным интервалом (РИ) аналита. РИ 
имеет границы (верхний и нижний предел). Значения 
лабораторных показателей, выходящие за пределы РИ, 
указывают на развитие патологических процессов.

В настоящее время в клинической практике для 
диагностики внутрисосудистого гемолиза и оценки 
эффективности проводимого лечения используются 
справочные РИ свободного гемоглобина, установлен­
ные в 80—90 годы прошлого века. РИ свободного гемо­
глобина, указанные в справочной литературе, имеют 
различия в верхних пределах: 0—0,51 г/л и 0—0,26 г/л 
[1, 2].

Международные и отечественные сообщества по 
клинической лабораторной диагностике рекоменду­
ют рассчитывать и устанавливать собственные РИ для 
своей аналитической системы (анализатор, реактивы 
и т.д.) и популяции [3, 4, 5, 6].

Ввиду значительных различий в РИ, указанных в 
справочной литературе, и значимости свободного ге­
моглобина в клинической практике для диагностики 
внутрисосудистого гемолиза у больных после операций 
на сердце, мы поставили перед собой цель установить 
РИ свободного гемоглобина у взрослого населения 
Астраханской области.
w ww.innosc ience.ru

■  ЦЕЛЬ
Установить РИ (референсные интервалы) содер­

жания свободного гемоглобина при исследовании его 
гемоглобинцианидным методом на биохимическом 
автоматическом анализаторе.

■  МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовался классический подход со 

строгими критериями включения и исключения, реко­
мендованными CLSI C 28-A3 [8]. Критерий включения 
в исследование — практически здоровые лица. Крите­
рий исключения — наличие соматической патологии.

Обследования проводили в рамках профилактиче­
ского медицинского осмотра в ФГБУ «Федеральный 
центр сердечно-сосудистой хирургии» Минздрава Рос­
сии (Астрахань). Все участники исследования дали свое 
информированное согласие.

При осмотре врачом-профпатологом — среднее си­
столическое АД составило 120,33 ± 0,64 мм рт. ст., диа­
столическое — 76,66 ± 0,37 мм рт. ст., ЧСС — 70,96 ± 3,54 
в мин, ЧДД — 15,72 ± 2,34 в мин.

Среднее содержание общего холестерина в сыво­
ротке крови составило 4,65 ± 0,46 ммоль/л, глюко­
зы — 5,25 ± 0,48 ммоль/л, общего билирубина — 8,58 
± 1,04 ммоль/л, эритроцитов в периферической крови 
4,4 ± 0,1*109/л и гемоглобина 127,0 ± 1,4 г/л.

Референсная группа была сформирована следующим 
образом: 120 здоровых мужчин и 120 здоровых женщин, 
проживающих в Астраханской области, в возрасте от 
20 до 60 лет.

Контроль качества определения свободного гемо­
глобина обеспечивали стандартизацией преаналитиче­
ского долабораторного, преаналитического лаборатор­
ного, аналитического и постаналитических этапов.

Забор крови осуществляли пункцией кубитальной 
вены после наложения жгута (не более 1 минуты) в по­
ложении пациента лежа в двухкомпонентные системы 
для забора крови — одноразовые полипропиленовые 
пробирки с активатором свертывания крови (Sarstedt, 
Германия). Для получения сыворотки крови пробирки с
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кровью центрифугировали при 2500 оборотах в минуту 
в течение 10 минут.

Свободный гемоглобин в сыворотке крови опреде­
ляли гемоглобинцианидным методом [2] на автомати­
ческом биохимическом анализаторе ILAB 300 PLUS 
(Laboratory Instrumentation, USA).

Все статистические процедуры выполняли с по­
мощью программного пакета Statistica 6.0 for Windows 
(StatSoft Inc., USA). Вычисляли X — среднее арифмети­
ческое и SD (стандартное отклонение). Тип распреде­
ления определяли по критерию Колмогорова — Смир­
нова. Для оценки различий средних тенденций между 
группами использовали t -критерий Стьюдента. Разде­
ление считали статистически значимым при p < 0,05.

■  РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования мы сопоставили 

полученные значения свободного гемоглобина у здо­
ровых мужчин и женщин с РИ, представленными в 
справочной литературе. При сопоставлении оказа­
лось, что здоровых мужчин и женщин можно раз­
делить на 3 группы. Первая группа — 44% здоровых 
мужчин и женщин, у которых значения свободного 
гемоглобина находились в РИ 0—0,24 г/л. Вторая 
группа — 31% здоровых мужчин и женщин, у которых 
значения свободного гемоглобина находились в диа­
пазоне РИ 0—0,46 г/л. Третья группа — 25% здоровых 
мужчин и женщин, у которых значения свободного 
гемоглобина находились за пределами РИ 0—0,46 г/л. 
Обращает на себя внимание и тот факт, что у данной 
группы лабораторные показатели внутрисосудистого 
гемолиза эритроцитов (общий билирубин, количество 
эритроцитов в периферической крови, количество 
гемоглобина) были в пределах РИ, что указывало на 
отсутствие внутрисосудистого гемолиза. Ввиду от­
сутствия лабораторных данных за внутрисосудистый 
гемолиз значения свободного гемоглобина у данной 
группы использовали для расчета РИ.

На втором этапе исследования рассчитали X и SD 
свободного гемоглобина у мужчин и женщин; жен­
щин в свою очередь разделили по подгруппам с учетом 
анатомо-физиологических особенностей, результаты 
представлены в таблице 1.

При сравнении Хср свободного гемоглобина не вы­
явлено статистически значимых различий между муж­
чинами и женщинами, а также у женщин в подгруппах. 
Таким образом, гендерных и возрастных различий в со­
держании свободного гемоглобина в сыворотке крови 
не обнаружено.

Для получения единых РИ свободного гемоглобина 
мужчин и женщин объединили в одну группу, рефе- 
ренсная группа составила 240 человек. В объединенной 
группе рассчитали Хср и SD свободного гемоглобина. 
Хср составила 0,42 г/л и SD — 0,2.

Согласно рекомендациям CLSI C 28-A3 [8, 9, 10, 11] 
способ расчета (формула) зависит от численности груп­
пы и типа распределения значений аналита.

В нашем случае тип распределения был правильным 
и численность референсной группы составила 240 че­
ловек, следовательно, формула для расчета РИ свобод­
ного гемоглобина выглядела следующим образом: Хср 
± 2SD. Исходя из формулы РИ, свободный гемоглобин 
составил 0,02—0,82 г/л.

Установив РИ свободного гемоглобина, мы сопо­
ставили полученные данные с данными других авторов. 
Результаты сопоставления представлены в таблице 2.

Из представленных данных в таблице видно, что рас­
считанная нами верхняя граница РИ свободного гемо­
глобина в 3,23 раза больше значений, установленных 
Тонкошкуровой О.А. с соавторами (1996) [2] и 1,83 раза 
больше значений, установленных Левиной Л.Д. с со­
авторами (1995) [2].

Полученные нами данные РИ подтверждаются ре­
зультатами других авторов [1, 7], изучавших причи­
ны и частоту развития внутрисосудистого гемолиза у 
больных ишемической болезнью сердца после коро­
нарного шунтирования в условиях ИК. Чумакова С.П. 
с авторами (2018) показали, что значения свободного 
гемоглобина в сыворотке крови доноров находятся в 
диапазоне от 0 до 1,0 г/л, повышение концентрации 
свободного гемоглобина в крови более 1 г/л у больных 
после операций на сердце в условиях ИК указывает на 
развитие внутрисосудистого гемолиза [7].

■  з а к л ю ч е н и е
На сегодняшний день ведется работа по разработке 

и внедрению в клиническую практику наименее трав­
матичных аппаратов для ИК. Несмотря на это, часто­
та развития внутрисосудистого гемолиза у больных 
ишемической болезнью сердца в среднем составляет 
около 50% [7]. Опасность внутрисосудистого гемолиза 
заключается в том, что он усугубляет течение после­
операционного периода, приводит к развитию почеч­
ной патологии, которая в отдельных случаях может 
стать причиной летального исхода.

Поэтому своевременная, точная и правильная лабо­
раторная диагностика внутрисосудистого гемолиза вос­
требована в настоящее время. Однако в лабораторной 

практике используются ручные 
методики для определения свобод­
ного гемоглобина [2], описанные 
в 80-е годы прошлого века, и РИ 
к ним.

На сегодняшний день клини­
ческие лаборатории оснащены 
современными высоковоспро­
изводимыми автоматическими 
анализаторами (аналитически­
ми системами) с программами

Статистические
показатели

Мужчины 
20-60 лет 
(n = 120)

Женщины (n = 120)

1 подгруппа, 
20-29 лет 

(n = 30)

2 подгруппа, 
30-39 лет 

(n = 30)

3 подгруппа, 
40-49 лет 

(n = 30)

4 подгруппа, 
старше 49 лет 

(n = 30)

Хср 0,42 0,42 0,43 0,42 0,43

SD 0,2 0,19 0,21 0,18 0,22

Таблица 1. Среднее значение (Хср), стандартное отклонение (SD) 
свободного гемоглобина (г/л) у  здоровых мужчин и женщин 
Table 1. Mean value (Xср), standard deviation (SD) of free hemoglobin (g/l) 
in healthy men and women
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РИ, полученный 
нами

РИ, представленный 
в справочной 
литературе1

РИ, представленный 
в справочной 
литературе2

iсмоo
' 0,84 0-0,26 0-0 ,46

Нижняя
граница

Верхняя
граница

Нижняя
граница

Верхняя
граница

Нижняя
граница

Верхняя
граница

0,02 0,82 0 0,26 0 0,46

Примечание: 1Тонкошкурова О.А. с соавторами (1996) [2]; 
2Левина Л.Д. с соавторами (1995) [2].

Таблица 2. Референсный интервал свободного гемоглобина 
(г/л) у  здоровых мужчин и женщин, установленный нами и 
представленный в справочной литературе
Table 2. Reference interval of free hemoglobin (g/l) in healthy men 
and women: measured and represented in literature

внутрилабораторного контроля качества, позволяющи­
ми оценить качество химической реакции, правильность 
и воспроизводимость лабораторных исследований. Авто­
матический биохимический анализатор ILAB 300 PLUS

позволяет установить РИ свободного гемоглобина при 
применении гемоглобинцианидного метода.

Согласно отечественным и международным реко­
мендациям по лабораторной диагностике (по форми­
рованию референсных групп и расчету РИ), мы устано­
вили РИ свободного гемоглобина у мужчин и женщин 
Астраханской области. РИ свободного гемоглобина 
составил 0,02—0,84 г/л.

Установленный нами РИ свободного гемоглобина 
может быть использован в клинико-диагностических 
лабораториях Астраханской области, так как он был 
рассчитан с учетом рекомендаций по формированию 
референсной группы и стандартизации этапов прове­
дения лабораторных исследований.

Конфликт интересов: все авторы заявляют об отсут­
ствии конфликта интересов, требующего раскрытия в 
данной статье.
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