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Аннотация. Несмотря на то, что методы динамической межфазной тензиометрии и реоло-
гии применяются для исследования крови и других биологических жидкостей, в медицине
не существует единого унифицированного подхода в методологии проведения анализа
и трактовки результатов. Однако в ряде случаев полученные численные характеристики
не имеют простого физического смысла и не позволяют оценить реальный вклад отдельных
компонентов и, как следствие, невозможно идентифицировать основное звено. С учё-
том разнонаправленности и необобщенности данных по реологии, многокомпонентности
и неопределенности состава практически не было успешных попыток создания моделей, поз-
воляющих определить вклад отдельных компонентов крови.

Целью настоящей работы является создание модели, на основании которой можно бы-
ло бы получать информацию о физических константах и параметрах отдельных компонентов
плазмы и/или сыворотки крови для медицинской диагностики. Исследование выполнено
на образцах крови двух групп людей: 1) 15 пациентов с ишемической болезнью сердца в воз-
расте от 51 до 76 лет; 2) 15 условно здоровых добровольцев в возрасте от 50 до 75 лет. Для
фракционирования сыворотки/плазмы применяли метод «высаливания» белков с целью
получения фракции низкомолекулярных метаболитов. Дальнейшее определение межфаз-
ной тензиометрии осуществляли методом висячей капли с использованием аппаратно-
программного комплекса PAT-1 («Sinterface Technologies», Германия). Используя получен-
ные данные динамического поверхностного натяжения и предложенную математическую
модель следует заключить, что: 1) тензиометрические характеристики сыворотки крови ис-
следуемых из группы 1 и 2 отличаются по показателям динамического и равновесного
поверхностного натяжения; 2) рассчитан количественный и качественный вклад систе-
мы свертывания в поверхностное натяжения и сумма концентраций низкомолекулярных
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соединений; 3) оценен вклад низкомолекулярныхметаболитов вформирование поверхностного натяжения плазмыи сыворотки крови;
4) показана неоднородность качественного состава фракций низкомолекулярных веществ в исследуемых группах.
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Abstract. Background andObjectives: Despite the fact that themethods of dynamic interfacial tensiometry and rheology are used to study blood
and other biological fluids, in medicine there is no unified approach in the methodology of analysis and interpretation of the results. However,
in some cases, the obtained numerical characteristics do not have a simple physical meaning and do not allow to evaluate the contribution
of individual components and, as a consequence, it is impossible to identify the main link. Taking into account the multidirectional and non-
generalized data on rheology and due to themulticomponent and uncertain composition, there have been no successful attempts so far to create
models to determine the real contribution of individual blood components. The purpose of this study is to develop a model, based on which one
could obtain information about physical constants and parameters of individual plasma and/or blood serum components formedical diagnostics.
Materials andMethods: The study is performed on blood samples of two human groups: group 1) 15 patients with coronary heart disease aged
from 51 to 76 years; group 2) conditionally healthy volunteers (15 people) aged from 50 to 75 years. Results: For serum/plasma fractionation,
a protein “desalting” method is used to obtain a fraction of low-molecular-weight metabolites. Further determination of interphase tensiometry
is performed by the hanged drop method using hardware-software complex PAT-1 (“Sinterface Technologies”, Germany). The curves of the
dynamic interfacial tension of the studied groups differ significantly throughout the entire time of the experiment. The average values of the
dynamic interfacial tension of native serum in group 1 are noticeably lower than in the group 2 (the group of healthy volunteers). The detected
change in the value of the dynamic interfacial tension may indicate an accumulation of surfactants in the serum of patients with coronary heart
disease. Thedataobtainedare in satisfactory agreementwith themathematicalmodel proposedby theauthors. If the adsorptionat thebeginning
of the experiment is due mainly to low molecular weight compounds, then the value of the sum of the concentrations of high molecular weight
compounds (after protein precipitation) should be slightly lower than the values of the corresponding indicators of the native blood samples.
Conclusion: Using the obtained data of dynamic surface tension and the proposed mathematical model the following conclusions have been
formulated: 1) tensiometric characteristics of blood serum for group 1 and 2differ in dynamic and equilibrium surface tension; 2) the quantitative
and qualitative contribution of the coagulation system to surface tension and the sum of concentrations of low molecular weight compounds;
3) the contribution of low molecular weight metabolites in the formation of surface tension of plasma and serum has been estimated; 4) the
heterogeneity of the qualitative composition of low-molecular substances fractions in the studied groups has been shown.
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Введение

Методы межфазной тензиометрии с успехом
применяются для исследования крови и других
биологических жидкостей. Указанное направ-
ление имеет как фундаментальное (коллоидно-
биохимическое), так и прикладное (использова-
ние таких тензиометрических характеристик для
диагностики и контроля лечения различных пато-
логий) значение [1–3].

Изучение поверхностно-активных характе-
ристик компонентов плазмы и сыворотки крови
традиционно шло по двум направлениям.

Во-первых, использовались модельные срав-
нительно простые системы на основе ультра-
чистых белков, низкомолекулярных поверхност-
но-активных веществ (ПАВ) крови, электролитов
[4, 5]. Такие системы, как правило, удается
описать довольно сложными уравнениями, ре-
шаемыми численными или аналитическими ме-
тодами с определением отдельных физических
констант или параметров [6, 7]. Данный под-
ход тем не менее ограничен использованием
3-4 компонентов для модельной системы, что яв-
но не соответствует реальной сложности состава
крови.

Во-вторых, изучались изменения тензиомет-
рических характеристик биологических жидко-
стей в норме и при различных патологиях [8, 9].
В этом случае сравнивают некие полностью эм-
пирические параметры, например, поверхност-
ное натяжение на 0, 100 и 1000 секунде с мо-
мента формирования поверхности, на которой
идет адсорбция ПАВ [2, 8]. Выявленные разли-
чия величин изучаемых показателей у больных
и здоровых людей часто коррелируют с тя-
жестью заболевания или результатом лечения
[9, 10], но полученные численные характеристи-
ки не имеют простого физического смысла и не
позволяют оценить влияние отдельных компо-
нентов на общую картину.

Так, в работе [11] авторы провели срав-
нительную оценку прогностического значения
тензиометрических характеристик крови у па-
циентов с инсультом. В общей сложности бы-
ли исследованы образцы крови 523 пациентов
в фазе реабилитации после инсульта: вязкость
сыворотки и плазмы, гематокрит, фибриноген,
агрегация и способность к деформации эритро-
цитов, СОЭ, количество лейкоцитов, холестерин

и триглицериды. Конечная точка исследования
была определена как второй инсульт (летальный
или нет) в течение двух лет после первичного
обследования. У пациентов, достигших такую ко-
нечную точку, наблюдали повышенную вязкость
крови, агрегацию эритроцитов, вязкость плазмы
и сыворотки, более высокие уровни фибриноге-
на и холестерина по сравнению с пациентами без
конечных точек, что рассматривается как прогно-
стический фактор.

Однако, несмотря на наличие достоверных
корреляций между биохимическим профилем
больных и тензиометрией крови, идентифици-
ровать степень влияния отдельных компонентов
или их комбинаций на поверхностное натяжение
невозможно ввиду отсутствия адекватной мате-
матической модели.

Другие авторы [12] провели исследова-
ние устойчивости аномалий тензиометрических
характеристик крови после инфаркта мио-
карда. Вязкость крови и плазмы, агрегация
и способность к деформации эритроцитов,
гематокрит, скорость оседания эритроцитов,
количество лейкоцитов, холестерин и триглице-
риды анализировали комплексно. На основании
полученных результатов был сделан вывод, что
изменения величин этих показателей не зависели
от временного интервала после инфаркта и сохра-
нялись годами.

В данных работах не принимается во вни-
мание не только влияние низкомолекулярных
метаболитов, но и взаимосвязь реологии и по-
верхностного натяжения как важного параметра
системы гемостаза крови.

Ввиду разнонаправленности и отсутствия
глубокого анализа значений тензиометриче-
ских показателей, а также многокомпонентности
и неопределенности состава крови до сих пор
не было попыток создания математических мо-
делей, позволяющих определить реальный вклад
отдельных компонентов крови на ее тензиомет-
рические свойства.

Целью настоящей работы является создание
математической модели, на основании которой
можно получать информацию о величинах физи-
ческих констант и параметров отдельных групп
компонентов плазмы и/или сыворотки крови.

1. Материалы иметоды

1.1. Характеристика клинических групп

Популяция исследуемых субъектов (30 че-
ловек) была разбита на две группы. В группу 1
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вошли 15 пациентов с ишемической болезнью
сердца (ИБС) в возрасте от 42 до 76 лет (сред-
ний возраст (X ± m) 61 ± 2.1 года), которым
были выполнены операции по реваскуляризации
миокарда (аортокоронарное или аорто-маммаро-
коронарное шунтирование (от 2 до 4 шунтов)).
Ведущим патологическим синдромом у изуча-
емых пациентов была хроническая сердечная
недостаточность (ХСН) (III класс по NYHA).

Группу 2 составили условно здоровые доб-
ровольцы (15 человек), не имеющие хронических
заболеваний и активных жалоб в возрасте от 45
до 72 лет (средний возраст 59.1±2.3 год). Возраст
добровольцев контрольной группы статистиче-
ски значимо не отличается от возраста пациентов
в исследуемой группе

Авторы заявляют, что исследование соот-
ветствует положениям Хельсинкской декларации
комиссии по биоэтике. Комитет по биоэтике при
ГОО ВПО «Донецкий национальный медицин-
ский университет имени М. Горького» (протокол
№ 20/5-1 от 11.04.2019 г.) одобрил исследования,
было получено информированное согласие субъ-
ектов (или их опекунов).

1.2. Метод измерения динамического
поверхностного натяжения

Для измерения динамического поверхност-
ного натяжения (ДПН) применяли метод ви-
сячей капли [13] с использованием аппарат-
но-программного комплекса PAT-1 («Sinterfa-
ce Technologies», Германия) который позволяет
измерять ДПН в промежутке времени от 0
до 65000 секунд с разрешением от 1 до 2000 мН/м
(точность ±0.01 мН/м).

Использование видеотехники позволяет пол-
ностью автоматизировать процедуру измерения
и получения результатов геометрической грани-
цы капли, формируемой на кончике стального
или тефлонового капилляра. В методе ADSA
(анализ профиля осесимметричной формы кап-
ли или Axisymmetric Drop Shape Analysis-profile)
граница капли определяется по максимальному
градиенту яркости как функции от координа-
ты строки изображения, а также используется
полиномиальное сглаживание каждой группы
из 5 последовательных точек на границе капли.
Средние точки каждой полиномиальной кривой
(используется полином второй степени) рассмат-
риваются как экспериментальные точки профиля
и используются для расчета ДПН.

В начальный момент времени (участок 1,
рис. 1) основной вклад в значение ДПН вно-

сят низкомолекулярные ПАВ, соответствующие
малым заполнениям поверхности. На участке 2
(см. рис. 1) скорость адсорбции уменьшается
по сравнению с участком 1, но остается выше
скорости десорбции, что приводит к наиболее
значительным суммарным изменениям величи-
ны ДПН. На этом интервале величина определя-
ется как адсорбцией низкомолекулярных ПАВ,
так и постепенной адсорбцией высокомолеку-
лярных веществ. Участок 3 (см. рис. 1) со-
ответствует большим временным промежуткам,
массоперенос на границе раздела фаз находит-
ся в состоянии равновесия и основное влияние
на значение ДПН оказывают высокомолекуляр-
ные вещества [14].

Рис. 1. Типичная зависимость динамического поверх-
ностного натяжения (ДПН) от времени: участок 1 – ко-
роткие времена (быстрая адсорбция низкомолекулярных
ПАВ); участок 2 – средние времена (полная адсорбция
низкомолекулярных ПАВ и постепенная – высокомо-
лекулярных веществ); участок 3 – большие времена
(завершение адсорбции высокомолекулярных веществ)
Fig. 1. Typical DST dependence vs. time: section 1 – short
times (rapid adsorption of low molecular weight surfactants);
section 2 – intermediate times (complete adsorption of
low molecular weight surfactants and gradual adsorption of
high molecular weight substances); section 3 – long times
(completion of adsorption of macromolecular substances)

1.3. Выполнение анализа
Для забора и доставки крови использовали

вакутайнерыфирмы Improve (Guangzhou Improve
edica lInstruments Co., Ltd, Китай) объемом 4.0 мл
(c активатором свертывания) для получения сы-
воротки крови и 4.5 мл с 3.8%-ным раствором
цитрата натрия (соотношение крови и реагента
9 : 1 соответственно) для изучения плазмы.

Транспортировка компонентов крови осу-
ществлялась только медицинским персоналом,
несущим ответственность за соблюдение правил
транспортировки. Компоненты крови во избе-
жание гемолиза при транспортировке не под-
вергались переохлаждению или перегреванию.
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При транспортировке компоненты крови нахо-
дились в изотермическом контейнере (сумке-
холодильнике). Транспортировка от момента за-
бора крови до выполнения анализа занимала
не более 30 мин.

При приеме биоматериала сотрудником ла-
боратории проводится визуальная оценка образца
крови пациента на наличие дефектов. Если об-
разец крови для анализа свернулся, сотрудник
лаборатории незамедлительно информирует со-
трудника, доставившего биоматериал, о наличии
брака, невозможности выполнить исследование
и необходимости выполнения повторного забо-
ра крови у пациента. После доставки образцов
биоматериала в лабораторию их дальнейшая под-
готовка по методике, описанной ниже, осуществ-
лялась в течение 30 мин – 1 ч с момента доставки.

Изменение ДПН проводилось для проб двух
типов: нативных и депротеинизированных. Оса-
ждение белков выполнялось 10%-ной трихлорук-
сусной кислотой (ТХУ) в соотношении 1 часть
кислоты к 2 частям исследуемого материала. Та-
кой метод позволяет удалить в среднем до 98%
белков.

После осаждения белков содержимое
пробирки центрифугировали 30 мин при
14000 об./мин, затем значение pH в пробах до-
водилось до 7.4 путем добавления бикарбоната
натрия. В результате такого осаждения в про-
бе остаются вещества, называемые молекулами
средней массы [15, 16].

Под молекулами средней массы подразумева-
ются «кислотоустойчивые» неидентифицирован-
ные вещества различной химической природы
(пептиды, нуклеотиды, продукты углеводного,
липидного, азотистого обмена) с молекулярной
массой от 300 до 5000 Да.

Подготовка образцов нативной плазмы вклю-
чала их разведение заранее подготовленным рас-
твором трихлорацетата натрия с рН = 7.4 до то-
го же целевого объема и рН среды, что и в пробе
после осаждения белков.

Статистический анализ полученных данных
включал вычисление основных показателей рас-
пределения случайных величин. Для получения
репрезентативной выборки пользовались мето-
дикой определения значимых границ медианы.
Если закон распределения величин исследуе-
мых показателей отличался от нормального за-
кона, использовали непараметрические критерии.
Анализ выполняли с использованием лицензи-
онных пакетов прикладных статистических про-

грамм STATISTICA 5.11, Microsoft EXEL 6.0
и MedStat [17].

1.4. Математическая модель
Для описания поверхностных явлений плаз-

мы крови предлагалось несколько математиче-
ских моделей различной сложности [13, 14, 18].
В работе [19] выбор был сделан в пользу модели,
при которой общее уравнение изотермы адсорб-
ции выглядело как:[

dγ
dt1/2

]
t→0

=−2RT
n

∑
i=1

ci

√
Di

π
, (1)

где γ – динамическое поверхностное натяжение,
мН/м; t – время, с; R – универсальная газовая по-
стоянная, равная 8.31 Дж/(моль·K); T – температу-
ра среды, К; ci – концентрация индивидуального
компонента, ммоль/л; Di – коэффициент диффу-
зии индивидуального компонента, м2с−1.

Компоненты суммы в уравнении (1) вно-
сят различный вклад. Белки имеют большую
молекулярную массу, поэтому их молярная кон-
центрация сравнительно низкая: для альбумина,
концентрация которого в плазме/сыворотке мак-
симальна, это величина порядка 500 мкМ, для
фибриногена – еще на порядок меньше. Коэф-
фициенты диффузии белковых молекул также
существенно ниже, чем у низкомолекулярных
ПАВ. Коэффициенты диффузии и концентрации
стоят в числителе, поэтому при (t → 0) вклад
белковых компонентов в общую сумму будет
невелик, что достаточно хорошо согласуется с экс-
периментом. Величины λ0 до и после осаждения
белков из сыворотки или плазмы практически
одинаковы, т. е. удаление белка не повлияло на на-
чальный наклон кривой; λ0 – это производное
поверхностного натяжения по квадратному кор-
ню времени, когда время стремится к нулю.

В качестве второго допущения было принято
следующее: величины коэффициентов диффузии
низкомолекулярных соединений близки вслед-
ствие подобных эффективных сечений молекул.
Приняв эти два достаточно грубых допущения,
уравнение (1) можно упростить до вида[

dγ
dt1/2

]
t→0

= λ0 =−2RTНМС

√
DНМС

π
, (2)

где CНМС – сумма концентраций низкомолекуляр-
ных соединений, ммоль/); DНМС – усредненный
коэффициент диффузии, который можно принять
равным (2.0–3.0) · 10−10 м2с−1; T – температура
среды, К; R – универсальная газовая постоянная,
равная 8.31 Дж/(моль·K).
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Тогда

CНМС =
λ0

−2RT
√

DНМС
π

. (3)

Результаты и их обсуждение

На первом этапе исследования были про-
ведены измерения ДПН нативной сыворотки
(рис. 2, а) и плазмы (рис. 2, б) в двух исследуемых
группах.

Как видно, кривые, описывающие измене-
ние значений ДПН исследуемых групп, значимо
различаются на протяжении всего времени экс-
перимента Средние величины ДПН нативной
сыворотки в исследуемой группе (группа 1) за-
метно ниже, чем в группе здоровых добровольцев
(группа 2) (см. рис. 2). Обнаруженное изме-
нение величины ДПН может свидетельствовать
о накоплении ПАВ в сыворотке больных ХСН.

Полученные данные согласуются с результатами
других авторов [10, 18, 20, 21].

В то же время «усредненные» изотермы ад-
сорбции для плазмы (см. рис. 2, б) значимых
отличий не имеют.

Изотермы адсорбции для образцов, лишен-
ных протеинов, как для сыворотки, так и для
плазмы, значимо отличаются на протяжении все-
го времени эксперимента; значения ДПН для
группы 1 выше, чем для группы 2, для сыворотки
(рис. 3, а) и для плазмы (рис. 3, б).

Результаты исследования свидетельствуют
о качественных и количественных изменениях
в составе низкомолекулярных ПАВ у пациентов
с ИБС, осложненной ХСН.

Используя уравнение (3), можно рассчитать
CНМС при t → 0 для сыворотки и плазмы людей
обеих исследуемых групп. Усредненные значения
концентрации низкомолекулярных веществ при-
ведены в таблице.

а/а б/b
Рис. 2. Средние значения ДПН нативной сыворотки (а) и нативной плазмы (б)

Fig. 2. Mean DST values of native serum (а) and native plasma (b)

а/а б/b
Рис. 3. Средние значения ДПН сыворотки (а) и плазмы (б) после осаждения белков 10%-ной трихлоруксусной кислоты

Fig. 3. Mean DST values of serum (а) and plasma (b) after precipitation of proteins with 10% trichloroacetic acid
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Значения CНМС (X ±m), ммоль/л
SNMS values (X ±m), mmol/l

Группа/Group Нативная/
Native

После осаждения белков/
After protein precipitation

Плазма/
Plasma

Сыворотка/
Serum

Плазма/
Plasma

Сыворотка/
Serum

Группа 1 (пациенты с ИБС осложненной ХСН)/
Group 1 (patients with CAD complicated by CHF) 26.5±7.4 61.2±17.9 15.2±4.1 34.1±21.1

Группа 2 (здоровые добровольцы)/
Group 2 (healthy volunteers) 50.1±5.9* 52.5±7.4 42.1±17.7* 86.6±5.1*

Примечание. * – статистическая значимость различий p < 0.05.
Note. * – statistical significance of differences p < 0.05.

Полученные данные удовлетворительно со-
гласуются с предложенной математической моде-
лью (3). Если адсорбция в начале эксперимента
обусловлена преимущественно низкомолекуляр-
ными соединениями (НМС) то величина CНМС
после осаждения белков должна быть незначи-
тельно ниже значений соответствующих показа-
телей в нативных образцах.

С учетом закона Генри [19] возможно оценить
вклад системы гемостаза в значениеCНМС как раз-
ницу CНМС нативной сыворотки и CНМС нативной
плазмы. Из таблицы видно, что у группы 2 от-
сутствуют значимые отличия между величинами
изучаемых показателей нативной плазмы и сыво-
ротки, в то время как в группе 1 данные значения
отличаются в два раза. Полученные результа-
ты хорошо согласуются с предыдущими [22, 23]
и с тем фактом, что в сыворотке в отличие от
плазмы нет растворимого высокомолекулярного
белка фибриногена, но есть низкомолекулярные
продукты его протеолиза [24].

После осаждения белков значения CНМС для
плазмы и сыворотки в группе 2 достоверно
отличаются – примерно в 2 раза. Можно предпо-
ложить, что в процессе осаждения белковых фрак-
ций исчезал маскировочный эффект белковых
структур, которые в начальные интервалы време-
ни эксперимента присутствуют на поверхности
раздела фаз. При сравнении между собой вели-
чин изучаемых показателей группы 1 и группы 2
после осаждения белков установлено статистиче-
ски значимое отличие значений CНМС в пробах
плазмы и сыворотки: для группы 1 значения бы-
ли в среднем в 2.5 раза ниже. Подобного рода
разница между группами согласуется с данными
об изменении концентрации продуктов распада
и самого фибриногена, а также отдельных пока-
зателей гемостаза в плазме у пациентов с ИБС
[22–28].

Заключение

1. Значения тензиометрических показателей
сыворотки крови здоровых добровольцев и па-
циентов с ИБС, осложненной ХСН, значимо
отличаются.

2. Используя общепринятые физические
уравнения описывающие процессы адсорбции,
на границе раздела жидкость–воздух, через ряд
допущений рассчитан количественный и опреде-
лен качественный вклад системы свертывания
в величину показателей ДПН и CНМС. Так,
разница значений CНМС нативной сыворотки
и плазмы составила 34.7 ммоль/л (плазма – (X ±
± m) 26.5 ± 7.4 ммоль/л, сыворотка – (X ± m)
61.2±17.9 ммоль/л).

3. Установлена связь между величиной
концентрации низкомолекулярных метаболитов
и значением ДПН плазмы и сыворотки при ИБС,
осложненной ХСН.

4. Показана неоднородность качественного
состава фракций низкомолекулярных веществ
в исследуемых группах.
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