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1. Введение

Определение группы крови по системе AB0 или Rh 
(системы резус) является одним из наиболее часто исполь-
зуемых тестов лабораторной диагностики. Например, в 
США в центрах по переливанию крови ежегодно прово-
дится от 150 до 200 млн подобных тестов [1]. Можно по-
лагать, что в нашей стране количество тестов по типи-
рованию крови приближается к 100 млн в год. Естествен-
но, такая частотность тестирования крови на групповую 
принадлежность требует создания специальной аппара-
туры – автоматов для определения группы крови (см., 
напр., [2 – 10]).

В табл. 1 приведен перечень известных авторам при-
боров для определения групп крови. К сожалению, мы вы-
нуждены констатировать, что, по нашим сведениям, по-
добных отечественных приборов для определения групп 
крови пока не существует. Это делает актуальными ис-
следовательские разработки в данном направлении.

Возможность увеличения разрешающей способности 
оптических приборов для определения группы крови пу-
тем использования ультразвуковых (УЗ) волн рассматри-
валась в [11 – 15]. Напомним, что под разрешающей способ-
ностью можно понимать отношение оптического сигнала 
P+, соответствующего положительной реакции агглюти-
нации (сыворотка иммунологически адекватна группе 
исследуемой крови – агглютинаты образуются), к уровню 

оптического сигнала P–, соответствующего отрицательной 
реакции агглютинации (сыворотка не соответствует данной 
группе крови – агглютинаты не образуются). Очевидно, 
что увеличение разрешающей способности K = P+ /P– по-
вышает надежность определения группы крови. Чрезвы-
чайно важно отметить, что ошибка в определении груп-
пы крови образца должна исключаться абсолютно. Един-
ственное послабление прибору – в некоторых случаях он 
может вообще не определить группу крови анализируе-
мой пробы.

Физические принципы приборов для определения групп 
крови могут быть различными, однако следует отметить, 
что регистрация оптических сигналов и математическая 
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Табл.1. Приборы для инструментального определения группы кро-
ви человека. 

Прибор Фирма Страна

Galileo Echo ™ ImmucorGamma США 

PK7200® Automated Olympus  Япония
Microplate System  Diagnostics 
TANGO Benchtop Blood 
Bank Analyzer  

ORTHO AUTOVUE Innova/ Ortho-Clinical США 
Ultra System Diagnostics  
ORTHO ProVue™ Automated Johnson & Johnson 
BloodBank Instrument Company 

Automatic Analyzer Diagnostic  Испания 
WADiana Compact Grifols S.A.  

Auto Analyzer Technicon Instrument   США 
 Corporation 

Groupamatic Centre National  Франция 
 de Transfusion 

Haemotyper Tecan Швейцария
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их обработка, как правило, проводились в аналоговом 
режиме. В то же время метод цифровой фотографии в 
приложении к определению групп крови является, по на-
шему мнению, современным и перспективным. Он позво-
ляет проводить соответствующую цифровую математи-
ческую обработку результатов, вносить результат обра-
ботки в память ПК, представлять результаты в виде 
меди цинских документов. Принципиальная возможность 
применения цифровой фотографии для регистрации про-
цесса агглютинации и седиментации агглютинатов с це-
лью определения группы крови рассмотрена в [16].

Цель настоящей работы – анализ возможностей, кото-
рые предоставляет сочетание рассмотренного ранее авто-
рами УЗ воздействия на реакционную смесь кровь – сыво-
ротка с цифровой регистрацией и обработкой процесса 
агглютинации эритроцитов, седиментации эритроцитов 
и их агглютинатов. Особое внимание уделено моделиро-
ванию предлагаемого метода типирования крови и опти-
мизации подготовки проб для повышения разрешающей 
способности при определении групповой принадлежно-
сти крови человека.

2. Объект исследования, техника  
эксперимента

Исследовалась донорская кровь, в основном второй 
(А(II)) и третьей (B(III)) групп, в сочетании с гемагглю-
тинирующими сыворотками, как правило типов Аb(II) и 
Ba(III). Необходимо отметить, что в последние годы стан-
ции переливания крови часто поставляют в клиники для 
трансфузии не цельную кровь, а так называемую эритро-
цитарную массу, т. е. кровь, из которой после центрифуги-
рования изъято некоторое количество плазмы. Имен но 
эритроцитарная масса донорской крови была объектом 
исследования. Концентрация эритроцитов в ней пример-
но вдвое выше, чем в цельной крови. Для краткости ниже 
такую массу будем называть образцом крови. Напомним, 
что кровь группы А(II) не агглютинирует с сывороткой 
Аb(II) – отрицательная реакция, но кровь А(II) + сыво-
ротка Ba(III) дает агглютинацию эритроцитов – положи-
тельная реакция. Аналогично B(III) + Ba(III) – отрица-
тельная реакция агглютинации эритроцитов, но B(III) + 
Аb(II) – положительная. Отработка техники эксперимен-
та и оптимизация подготовки проб проводились на этих 
типах реакций. Реакция агглютинации реализовывалась в 
различных экспериментальных условиях: изменялись сте-
пень разбавления проб исследуемой крови и соотношения 
объемов крови и сыворотки, а также типы реакции и 
агглю тинации (положительная или отрицательная) и др. 
Общее количество исследуемых образцов крови (доно-
ров) – 32, или по группам: А(II) – 17 доноров, B(III) – 15. 
С учетом многообразия экспериментальных условий ко-
личество опытов с этими образцами крови достигло не-
скольких сотен.

Сыворотка разводилась физиологическим раствором, 
в который вносилась проба исследуемой крови. При этом в 
экспериментах объемное соотношение цельной крови и 
цельной сыворотки варьировалось от 1:100 до 1:2, а сте-
пень разбавления этой смеси изменялась от 1:100 до 1:10. 
Полученный раствор кровь – сыворотка в кювете разме-
щался на пьезокерамическом преобразователе и облучал-
ся ультразвуком. Время облучения («озвучивание») в экс-
периментах варьировалось от 15 до 240 с. Для возбужде-
ния пьезокерамического преобразователя использовался 

генератор Г3-112/1 с усилителем, а его выходное напря-
жение контролировалось осциллографом С1-79. Генера-
тор настраивался резонансно с частотой преобразователя 
(n = 2.25 МГц), а его выходное напряжение, подаваемое 
на пьезокерамику, не превышало 15 В, что обеспечива-
ло УЗ воздействие на эритроциты без их гемолиза.

В работах [11 – 15] было показано, что при облучении 
ультразвуком раствора смеси кровь – сыворотка в кювете 
образовывалась стоячая УЗ волна, которая приводила к 
группировке эритроцитов и их комплексов в области ее 
узлов. В результате раствор крови расслаивался с про-
странственным периодом, равным половине длины УЗ вол-
ны ( l/2). Увеличение концентрации эритроцитов в узло-
вых областях приводило к увеличению вероятности их 
взаимодействия, а следовательно, к агглютинации в слу-
чае положительной реакции. При этом возрастали как 
скорость реакции агглютинации, так и размеры иммун-
ных эритроцитарных комплексов и, как результат, ско-
рость седиментации агглютинатов при выключении УЗ 
генератора (окончание левитации эритроцитов и агглю-
тинатов), а исследуемая среда становилась оптически бо-
лее прозрачной.

При отрицательной реакции агглютинации эритро-
циты, сгруппированные в узловых областях, формируют 
«неспецифические» агрегаты, которые рассыпаются на от-
дельные эритроциты при выключении ультразвука. Есте-
ственно, скорость оседания свободных эритроцитов зна-
чительно ниже, чем агглютинатов, и среда длительное 
время остается мутной. Различие в величине оптического 
коэффициента пропускания исследуемых образцов в слу-
чаях положительной и отрицательной реакций несет ин-
формацию о том, состоялась реакция агглютинации или 
нет, что и используется для определения группы крови 
образца.

Оптическая схема экспериментальной установки пред-
ставлена на рис.1. Пучок излучения He – Ne-лазера 1 
(ЛГН-207Б) расширялся телескопической системой 2. Ней-
тральные светофильтры 3 ослабляли свет для обеспечения 
должного режима работы цифровой фотокамеры 7. Свет 
пропускался через вертикально ориентированную опти-
ческую щель 4 (ширина 2 мм, высота 22 мм) и направлял-
ся в кювету 5 с исследуемой жидкостью. Пучок, прошед-
ший через исследуемый раствор, поступал на полихром-
ную CCD-камеру 7 (Logitec Quick Cam), подключенную 
к ПК 8. Отметим, что все настройки CCD-камеры (в даль-
нейшем будем называть ее цифровой камерой) были за-

Рис.1. Оптическая схема экспериментальной установки:  
1 – He – Ne-лазер; 2 – телескопическая система; 3 – нейтральные све-
тофильтры; 4 – оптическая щель; 5 – кювета; 6 – пьезокерамиче-
ский УЗ преобразователь; 7 – CCD камера; 8 – компьютер.
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фиксированы и при проведении экспериментов не изменя-
лись. Оптическая щель позволяла создавать на кювете све-
товое пятно с размерами ~2 ́  22 мм, размеры внутренней 
полости кюветы составляли 18 ́  32 ́  5 мм (объем ~2.8 мл).

Конструкция экспериментальной установки (рис.1) 
позволяла фотографировать и, следовательно, количе-
ственно определять распределение мощности излучения 
на выходе из кюветы с исследуемой жидкостью по глу-
бине кюветы (рис.2,а), т.е. в направлении седиментации 
эритроцитов и их иммунных комплексов. В свою очередь 
это позволяло находить оптимальное положение зонди-
рующего пучка лазера по оси y, при котором разрешаю-
щая способность K = P+/P– максимальна. Типичные фо-
тографии выходного торца кюветы, сделанные цифровой 
камерой 7 для случаев положительной и отрицательной 
реакций агглютинации, представлены на рис.2. Выде лен-
ные прямоугольниками полосы лазерной засветки кюветы 
с исследуемыми образцами D в основном определялись 
геометрией щели 4 (рис.1); они указывают положение и 
размеры зоны, выбранной для цифровой статистической 
обработки видеоизображений, а также используемой для 
решения задач моделирования.

Математическая обработка фотографий основана на 
их оцифровке по пикселям и представлении результата 
в виде статистических выборок [17]. Для используемой 
нами 8-разрядной цифровой камеры кодирование состоя-
ния одного пикселя с помощью одного байта позволяет 
передавать 256 различных оттенков цвета, например се-
рого – от полностью черного (B = 0) до полностью белого 
(B = 255 ед. яркости). Эксперименты с кровью предварялись 
проверкой линейности световой характеристики цифро-
вой камеры – зависимости яркости изображения B, по-
лученного с помощью цифровой камеры, от мощности 
падающего на нее светового потока P (в милливаттах), 
определяемого с помощью калиброванного фотоприем-
ника Newport Power Meter 1815-c.

Полученные экспериментальные результаты аппрок-
симировались полиномом третьей степени: 

B(P) = 4 ́  10–6P3 – 4.2 ́  10–3P2 + 1.5P. (1)

Найденная функция B(P) с помощью ПК преобразо-
вывалась в зависимость P(B), которая наилучшим обра-
зом аппроксимировалась полиномом вида

P(B) = 5 ́  10–5B3 – 7.6 ́  10–3B2 + B. (2)

График функции (2) можно рассматривать как калибро-
вочную кривую цифровой камеры. Результаты дальней-
ших измерений обрабатывались математически с учетом 
этой зависимости, что позволяет расширить динамиче-
ский диапазон регистрируемых световых потоков. Дей-
стви тельно, проведение экспериментов с использованием 
всей световой характеристики B(P) ведет к искажению ре-
зультатов, а работа лишь на линейном ее участке значи-
тельно ограничивает динамический диапазон измерений. 
Представляется важным отметить, что в экспериментах с 
биологическими объектами, динамически изменяющимися 
во времени, когда их коэффициент оптического пропу-
скания изменяется в широких пределах, часто оказывает-
ся невозможным заранее предусмотреть, чтобы световые 
потоки, зондирующие биообъект, находились в пределах 
линейности световой характеристики цифровой камеры.

3. Результаты экспериментов

Разрешающая способность рассматриваемого здесь 
метода регистрации реакции агглютинации существенно 
зависит от выбора области зондирования исследуемой 
жидкости лазерным пучком. Эксперименты показали, что 
оптимальная область лежит в пределах 9 – 13 мм (вдоль 
оси y) от мениска исследуемой жидкости. Этому положе-
нию лазерного зондирующего пучка соответствует мак-
симальное значение разрешающей способности K = P+/P–. 
На рис.3 представлена часть экспериментальных резуль-
татов в виде зависимостей мощности регистрируемого 
цифровой камерой лазерного излучения от координаты y 
для положительной (+) и отрицательной (–) реакций аг-
глютинации. Видно, что разрешение K в точке y = 0 пре-
вышает 70 единиц. Это свидетельствует о способности 
данного устройства (рис.1) надежно различать эти два 
типа реакций. 

Подобным образом исследовались образцы и других 
групп крови. Типичные результаты сведены в табл.2 (усло-
вия экспериментов обсуждаются в разд.4).

В табл.2: 1) не приведены экспериментальные результа-
ты с сывороткой четвертой группы крови AB0, поскольку 
известно, что этот тип сыворотки не приводит к агглюти-
нации эритроцитов любой группы крови (подтверждено 
нашими экспериментами); 2) при расчете K за отрицатель-
ную реакцию агглютинации принималась реакция, соот-

Рис.2. Типичные фотографии засветки кюветы с исследуемым рас-
твором для случаев положительной (а) и отрицательной (б) реакций 
агглютинации эритроцитов. Прямоугольниками выделены зоны 
статистической обработки экспериментальных результатов и мо-
делирования эксперимента.

Рис.3. Экспериментальные (1, 3) и теоретические (2, 4) зависимости 
мощности излучения P, прошедшего через раствор смеси кровь – 
сыворотка и падающего на фотокамеру, от глубины слоя жидко-
сти y для случаев положительной (1, 2) и отрицательной (3, 4) реак-
ции агглютинации. Все данные нормированы на максимум мощ-
ности для положительной реакции агглютинации.
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ветствующая комбинации кровь анализируемой группы + 
сыворотка четвертой группы, для которой реакция агглю-
тинации всегда отрицательная.

Из табл.2 видно, что для сочетаний кровь – сыворот-
ка, когда агглютинация происходит, разрешающая спо-
собность K достаточно велика: для разных групп крови 
она колеблется от 56 – 152. В то же время при объектив-
ном отсутствии агглютинации значения K существенно 
ниже: от 0.3 до 3.5.

4. Моделирование метода  
и экспериментальной установки  
для определения группы крови

Цель моделирования – выявление причин различия 
регистрируемых оптических сигналов после прохождения 
лазерного луча через кювету с исследуемыми образцами 
в случаях положительной и отрицательной реакций, выяв-
ление роли поглощения и рассеяния света образцами, кон-
куренции этих явлений, а также поиск путей дальнейшего 
совершенствования предлагаемого здесь метода опреде-
ления группы крови.

Моделирование предварялось рядом оптических спек-
тральных измерений. В качестве образцов для измерений 
использовались пробы раствора кровь – сыворотка (груп-
па B(III)) после их «озвучивания», инкубации и соответ-
ствующих измерений с помощью цифровой камеры. При 
этом как для положительной, так и для отрицательной ре-
акций агглютинации образцы брались из области объема 
кюветы, соответствующей середине области D (см. рис.2). 
Исходное соотношение кровь – сыворотка в смеси состав-
ляло 1 : 10, а затем она разбавлялась физраствором в со-
отношении 1 : 25. Выбор данных соотношений поясняется 
в разд.5.

4.1. Оптические спектральные измерения

Спектры полных отражения (R) и пропускания (T) 
иссле дуемых растворов регистрировались на двухлучевом 
спектрофотометре Perkin – Elmer Lambda 950 с помощью 
интегрирующей сферы с коррекцией на отражение этало-
на. При получении спектров коэффициента коллимиро-
ванного пропускания U использовались четыре диафраг-
мы диаметром 1.5 мм с расстояниями между ними 5, 3 и 
7 см. Расстояние от последней диафрагмы до фотоумно-
жителя составляло 50 см. Образцы раствора помещались 
в стеклянную кювету с внутренней толщиной 1 мм. По-
лученные спектральные характеристики для случаев поло-
жительной и отрицательной реакций агглютинации пред-
ставлены на рис.4.

Для описания транспорта оптического излучения, а так-
же определения спектральных зависимостей показателей 
поглощения и рассеяния исследуемых образцов исполь-
зовалось уравнение переноса излучения [18 – 20]:

¶
¶ ( , )

( ) ( , ) ( , ) .d
I

I
s
r s

r s s sa s s
4

m m m r W=- + +
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l ly  (3)

Уравнение (3) описывает изменение интенсивности 
I(r, s) светового потока в некоторой точке r и в некото-
ром направлении s как результат уменьшения энергии 
вследствие поглощения и рассеяния, задаваемых показате-
лями поглощения ma и рассеяния ms, а также ее увеличения 
за счет рассеянного света со всех направлений s'. Функция 
r(s, s' ) описывает индикатрису однократного рассеяния.

Для решения уравнения (3) и нахождения спектраль-
ных зависимостей ma и ms, а также фактора анизотропии 
рассеяния g использовался метод добавления – удвоения, 
реализованный программой iad [21]. В качестве входных 
параметров программы использовались полученные экс-
периментально спектры R, T и U (рис 4). Показатель пре-
ломления стенок кюветы n принимался равным 1.5. Вы-
численные таким образом спектральные зависимости по-
казателей поглощения и рассеяния также представлены 
на рис.4.

Табл.2. Разрешающая способность устройства при определении 
группы крови для различных комбинаций кровь – сыворотка.

Группа крови  Тип сыворотки

 0ab(I) Аb(II) Ba(III)

0(I) 0.3 0.5 0.5 
А(II) 56 3.5 76
B(III) 82 67 2.0
АB(IV) 152 86 85

Примечание:  жирным шрифтом выделены значения K для тех 
комбинаций кровь – сыворотка, при которых агглютинация эри-
троцитов должна происходить, остальные значения – агглютина-
ция принципиально должна отсутствовать.

Рис.4. Спектры измеренных величин полных отражения R и про-
пускания T и коэффициента коллимированного пропускания U 
иссле дуемых растворов, а также рассчитанных показателей погло-
щения ma и рассеяния ms для положительной (а) и отрицательной (б) 
реакций агглютинации. Вертикальными линиями отмечены длины 
волн излучения He – Ne-лазера ( l = 632нм) и максимума поглоще-
ния гемоглобина в зеленой области спектра ( l = 578 нм).



413Определение группы крови на основе регистрации упругого рассеяния лазерного излучения...

4.2. Моделирование транспорта света в образцах и его 
регистрации цифровой камерой

Поскольку длина волны He – Ne-лазера, использован-
ного в экспериментах, лежит в красной области спектра, 
то анализу подвергалась лишь Red-компонента RGB-раз-
ложения фотокадров. Далее с целью учета нелинейности 
чувствительности фотоматрицы яркость пикселей пере-
водилась из единиц яркости B в единицы мощности P в 
соответствии с найденной нами зависимостью (2). Мощ-
ность излучения на некоторой фиксированной глубине 
кюветы y определялась путем усреднения мощности по 
соответствующей строке в пределах ширины прямоуголь-
ника D (см. рис.2).

В условиях поставленного нами эксперимента по ре-
гистрации реакции агглютинации и при использовании 
решения уравнения (3) расчет транспорта света осущест-
влялся методом Монте-Карло, который заключается в мо-
делировании прохождения фотонов в дисперсной среде. 
При этом свет представлялся в виде набора N баллисти-
ческих частиц (фотонов), каждая из которых имеет стати-
стический вес 1/N и может претерпевать поглощение или 
рассеяние в некотором направлении (N было выбрано 
равным 108). Акты рассеяния, поглощения, а также выбор 
направления распространения фотонов разыгрываются 
при помощи генератора случайных чисел. Число актов 
рассеяния одиночного фотона возрастает с увеличением 
ms по сравнению с ma, а также с толщиной среды. Инте-
гральные спектральные характеристики образца полу-
чаются путем статистического усреднения по большому 
числу фотонов. Для того чтобы учесть многослойную 
структуру образца, т. е. стенки кюветы и сам исследуемый 
раствор, мы использовали вариант метода Мон те-Карло, 
описанный в работе [22]. В расчетах толщина каждой из 
стенок кюветы полагалась равной 1 мм, а ее внутренняя 
толщина (полость) – 5 мм. Показатель преломления стек-
ла, из которого изготовлена кювета, принимался равным 
n = 1.5, а раствора nsol = 1.34. Использо вав шиеся в расче-
тах показатели поглощения ma и рассеяния ms для длины 
волны излучения He – Ne-лазера l = 632 нм и фактор ани-
зотропии рассеяния g образцов раствора для положи-
тельной и отрицательной реакций представлены в табл.3. 
В ней же приведены оптические характеристики тех же 
образцов для l = 578 нм (соответствует максимуму погло-
щения света гемоглобином в зеленой области спект ра), 
для которой осуществлено аналогичное моделирование. 
Причина выбора данной длины волны заключается в сле-
дующем.

В эксперименте с образцами, освещаемыми излуче-
нием He – Ne-лазера, фотографии в случаях положитель-
ной и отрицательной реакций сильно отличаются друг от 
друга (см. рис.2). При этом, как видно из рис.4, на длине 
волны 632 нм ms превышает ma более чем в 200 раз (отри-
цательная реакция) и более чем в 50 раз (положительная 

реакция), т. е. ослабление светового потока в образцах 
связано прежде всего с рассеянием света. В то же время на 
длине волны 578 нм показатель поглощения существенно 
больше, чем в красной области спектра, так что для от-
рицательной реакции ms превышает ma всего примерно в 
10 раз для обоих образцов при сохранении уровня рас-
сеяния близким к уровню рассеяния в красной области 
спектра. Таким образом, в максимуме поглощения с уче-
том многократности рассеяния существенный вклад в 
допол нительное ослабление образцом светового потока 
должно вносить поглощение света. Это означает, что на 
его длине волны l = 578 нм уместно ожидать большего 
разрешения K = P+/P–, чем на l = 632 нм.

Для получения распределения по глубине кюветы y 
мощности излучения, принятого фотоприемником, в мо-
делировании учитывались геометрические параметры экс-
перимента – расстояние от кюветы до фотоприемника 
(70 мм) и апертура последнего (2 мм). Присутствие в опти-
ческой схеме щели размером 2 ́  22 мм, пространственно 
фильтрующей падающее на кювету излучение, потребова-
ло задания в модели функции источника света. Посколь ку 
вид пространственной зависимости интенсивности света 
в пучке неизвестен, в расчетах использовано допущение 
о равномерности освещения области образца размером 
2 ́  22 мм. Результаты расчетов (D = 11 мм) наряду с экс-
периментальными данными представлены на рис.3. Вид-
но, что результаты вычислений достаточно хорошо со-
гласуются с экспериментальными результатами. Для по-
ложительной реакции виден четкий пик шириной ~2 мм, 
совпадающий с размером апертуры цифровой камеры. 
Это говорит о том, что он вызван той долей света, кото-
рая прошла через образец без рассеяния и поглощения; 
доля рассеянного светового потока обусловливает нали-
чие небольших лепестков на крыльях пика.

Для отрицательной реакции (рис.3), как показывают 
расчеты, практически весь свет рассеялся и дал почти рав-
номерную засветку объектива фотокамеры со всех областей 
зоны D. Небольшое различие между экспериментальной 
и расчетной кривыми связано с тем, что в эксперименте 
после некоторого периода инкубации часть эритроцитов 
осела и таким образом пропускание верхней части кюве-
ты с раствором оказалось больше, чем нижней. Однако 
при моделировании эффект седиментации эритроцитов не 
учитывался. Тем не менее тот факт, что теоретическая и 
экспериментальная кривые для отрицательной реакции 
находятся на одном уровне, также свидетельствует о хо-
рошем количественном соответствии результатов моде-
лирования и эксперимента.

При моделировании метода и экспериментальной уста-
новки для определения группы крови в качестве парамет-
ра, позволяющего отличать положительную реакцию аг-
глютинации от отрицательной, как и в разд.2, был взят 
коэффициент K = P+/P– (разрешение), где P+ – мощность 
в максимуме кривой для положительной реакции и P– – 
мощность в центре исследуемой области D (см. рис.3). 
Величины K, рассчитанные для l = 632 и 578 нм, состав-
ляют 56.5 и 604 соответственно, а экспериментальное зна-
чение K для l = 632 нм равно 73.5. Обращает на себя вни-
мание удовлетворительное согласие теоретических и экс-
периментальных значений K для l = 632 нм. Кроме того, 
как показывает теория, имеются хорошие перспективы 
повышения разрешающей способности при использова-
нии зондирующего светового пучка с длиной волны в зе-
леной области спектра ( l = 578 нм).

Табл.3. Оптические характеристики растворов крови, измеренные 
на длинах волн l = 632 и 578 нм для случаев положительной и от-
рицательной реакций агглютинации.

Длина  Положительная  Отрицательная 

волны  реакция   реакция

(нм) ma (мм–1) ms (мм–1) g ma (мм–1) ms (мм–1) g

632 0.0107 0.5417 0.9306 0.0135 2.9316 0.9839 
578 0.0343 0.5500 0.9051 0.2238 2.7951 0.9629
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5. Оптимизация подготовки образцов 
кровь – сыворотка

С целью оптимизации техники эксперимента и повы-
шения разрешающей способности K = P+/P– отрабатыва-
лись вопросы подготовки проб. Хорошо известно, что 
при «ручном» определении группы крови общепринятое 
в медицинской практике соотношение кровь – сыворотка 
составляет 1 : 10. Однако для инструментального типиро-
вания крови это соотношение может не быть оптималь-
ным и нуждается в проверке. С этой целью была получе-
на зависимость величины разрешающей способности K 
от соотношения кровь – сыворотка при степени разбавле-
ния смеси 1 : 50 и времени ее «озвучивания» 60 с. При этом 
время инкубации биообъекта tinc варьировалось как пара-
метр и составляло 0, 30, 90 или 120 с. (Время инкубации – 
это время от момента выключения ультразвука (начало 
процесса седиментации эритроцитов и комплексов) до мо-
мента фотографирования биообъекта.)

Из рис.5 видно, что оптимальное соотношение кровь – 
сыворотка составляет 1 : 5 – 1 : 10. Выбор такого соотно-
шения дает существенный выигрыш в величине разреша-
ющей способности регистрации реакции агглютинации. 
В дальнейших экспериментах выдерживалось соотношение 
кровь – сыворотка, равное 1 : 10. Отметим, что кривые на 
рис.5 по форме аналогичны известным в иммунологии 
кривым преципитации. Это позволяет полагать, что об-
ласть соотношений кровь – сыворотка от 0.1 до 0.2 соот-
вествует зоне эквивалентности [23, 24]. 

Представляет интерес анализ зависимости разреше-
ния K от времени ультразвукового воздействия tus на рас-
твор смеси кровь – сыворотка. Результаты представлены 
на рис.6. Видно, что оптимальным является время «озву-

чивания» 60 с. Дальнейшее увеличение tus снижает разре-
шающую способность K. Это обусловлено тем, что при 
отрицательной реакции большее время «озвучивания» 
раствора приводит к формированию более крупных, «не-
специфических» эритроцитарных агрегатов, а следователь-
но, к увеличению скорости их седиментации и, как ре-
зультат, к просветлению жидкости (увеличению мощно-
сти P–) и снижению K.

На рис.7 представлены зависимости разрешения K от 
времени инкубации раствора смеси кровь – сыворотка tinc 
при варьировании степени разбавления смеси физраство-
ром от 1 : 100 до 8 : 100. Пределы варьирования степени 
разбавления и времени инкубации продиктованы результа-
тами ранее выполненных работ [11 – 14]. Из рис.7 видно, 
что разрешающая способность возрастает до tinc = 40 – 60 с, 
а затем зависит от времени инкубации весьма слабо.

Такое поведение зависимостей объясняется тем, что 
увеличение времени инкубации для положительной реак-
ции приводит к большему просветлению раствора смеси, 
т. е. к возрастанию P+, в то время как P– практически не 
меняется – «свободные» эритроциты оседают медленно. 
В результате значение K увеличивается. Однако к 60-й се-
кунде инкубации основная масса крупных иммунных эри-
троцитарных комплексов уже осела, поэтому с этого мо-
мента величина P+ стабилизируется, а разрешение K прак-
тически перестает изменяться.

Зависимости на рис.8, основанные на результатах 
рис.7, демонстрируют оптимальные значения степени раз-
бавления смеси кровь – сыворотка для разных времен ин-
кубации биообъекта. Видно, что величина K сущест-
венно зависит от особенностей подготовки проб: для 

Рис.5. Зависимости разрешения K от соотношения кровь – сыво-
ротка при tinc, равном 0 ( ), 30 ( ), 60 ( ), 90 ( ) и 120 c ( ).

Рис.6. Зависимости разрешения K от времени ультразвукового воз-
действия на раствор смеси кровь – сыворотка при tinc, равном 0 ( ), 
30 ( ), 60 ( ) и 120 c ( ).

Рис.7. Зависимости разрешения K от tinc раствора смеси кровь – 
сыво ротка при степенях разбавления смеси физраствором 0.01 ( ), 
0.02 ( ), 0.04 ( ) и 0.08 ( ).

Рис.8. Зависимости разрешения K от степени разбавления смеси 
кровь – сыворотка физраствором при tinc, равном 0 ( ), 30 ( ), 90 ( ) 
и 120 c ( ).
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условий эксперимента оптимальным уровнем разбавле-
ния оказалось 1 : 25, что близко к результатам [11 – 14], по-
лученным с использованием не цифровой, а аналоговой 
регистрации.

Проведенные экспериментальные исследования (см. 
рис.5 – 8) позволяют выбрать оптимальные условия (табл.4), 
при которых разрешающая способность определения груп-
пы крови рассмотренным «акустооптическим» методом в 
данной его реализации максимальна. Отметим, что экспе-
риментальные результаты, представленные на рис.3, были 
получены в условиях эксперимента, приведенных в табл.4.

6. Обсуждение

Прежде всего полезно обсудить вопросы точности из-
мерений и надежности определения группы крови. Эти 
вопросы взаимосвязаны, однако между ними нельзя по-
ставить знак равенства. Так как в экспериментах с био-
логическими объектами, как правило, отсутствуют какие-
либо эталоны, в биомедицине часто точность измерений 
связывают с воспроизводимостью результатов для одно-
го и того же объекта при одинаковых экспериментальных 
условиях. Именно таким образом в [25] проводилось ис-
пытание и сопоставление результатов определения групп 
крови с помощью приборов PK-7200 Olymp Group и 
Olymp Group II. Аналогичным образом с целью опреде-
ления повторяемости результатов нами было проведено 
по пять опытов для положительной (A(II) + Ba(III)) и от-
рицательной (A(II) + Ab(III)) реакций с определением ве-
личины разрешающей способности K. Среднеквадра тич-
ное отклонение s(K) от среднего значения Kav = 50 соста-
вило ±7, что представляется вполне удовлетворительным 
при работе с биологическими объектами.

Вопрос о достоверности определения группы крови бо-
лее сложен, что обусловлено чрезвычайно широкой спе-
цифичностью образцов крови различных доноров, даже 
если это образцы одной и той же группы. Естественно, до-
стоверность определения группы крови возрастает с уве-
личением разрешающей способности метода K. Однако 
данная величина зависит от многих факторов, например 
от агглютинационной активности эритроцитов, концен-
трации эритроцитов в образце, от содержания гемогло-
бина, вязкости анализируемой крови, титра гемагглюти-
нирующей сыворотки и др. Это обусловило определен-
ные отклонения разрешения K от среднего значения Kav 
при проведении экспериментов по оптимизации методики 
типирования крови (рис.5 – 8). Заметим, что эксперимен-
тальные точки на этих рисунках получены путем усредне-
ния 14 – 18 результатов измерений K по образцам крови раз-
личных доноров (разд.2). Анализ показал, что при опти-
мальных условиях, соответствующих значениям табл.4, 
относительное отклонение разрешения K от среднего по 
донорам составляет DK/Kav » 20 %. В то же время встреча-

ются такие редкие образцы крови, для которых вели чины 
K оказываются значительно ниже приведенных в табл.2. 
Как правило, это обусловлено слабой агглютинационной 
активностью эритроцитов данного образца, а также дру-
гими причинами. Вот почему на практике разработчики 
приборов для определения группы крови, помимо макси-
мально возможного увеличения разрешения K в результа-
те технических и медико-биологических испытаний, уста-
навливают определенные пороговые значения K; в нашей 
работе это Kth

max и Kth
min, в других, например в [6, 7] – иные 

пороговые параметры. Если для исследуемого образца 
крови K > Kth

max, то реакция агглютинации признается со-
стоявшейся и она положительна, если же K < Kth

min, то ре-
акция отрицательна. Тогда группа анализируемой крови 
устанавливается по совокупности подобных эксперимен-
тов с данным образцом крови, но с иными сыворотками. 
Если же измеренная величина разрешения K в экспери-
менте хотя бы с одной из четырех сывороток оказывается 
в зоне «неопределенности» Kth

min £ K £ Kth
max, то сделать 

вывод о реакции агглютинации невозможно. В этом слу-
чае группа крови не устанавливается, а прибор, и это 
чрезвычайно важно, должен дать ответ «группа крови не 
определена». Такой подход общепринят, т. к. ошибка в 
определении группы крови при трансфузии может приве-
сти к летальному исходу.

Приведем некоторые примеры подобного подхода. 
Результаты испытаний разработанного авторами [26] при-
бора для определения группы крови по системам AB0 и 
Rh сопоставлялись с результатами параллельного типи-
рования крови прибором Technicon AutoAnalyzer, а так-
же, в некоторых случаях для контроля, «ручным» (не ин-
струментальным) методом. Сравнение показало, что в 
97.3 % случаев оба прибора однозначно определили груп-
пу крови 10 042 образцов, и лишь в 266 случаях ответ при-
боров был «группа не определена». В этих случаях группа 
крови уточнялась вручную, причем методом обратного 
тестирования.

В [27] испытанию, подобному проведенному в [26], был 
подвергнут прибор Inverness Blood Grouping System (IBG 
System). Результаты, полученные с его использованием, 
сопоставлялись с данными «ручного» метода. Лишь в трех 
случаях из 2051 результат определения группы крови си-
стемами IBG System отличался от результатов ручного ти-
пирования крови. В 86.1 % случаев результаты IBG System 
были получены без какого-либо дополнительного техно-
логического вмешательства [27]. 

Естественно, увеличение разрешающей способности 
устройства для типирования крови увеличивает отклоне-
ние результата измерений K от выбранного «коридора» 
Kth

min – Kth
max. Следовательно, повышается надежность опре-

деления группы крови, а число образцов крови неуста-
новленной группы снижается.

Из приведенных примеров [26, 27] видно, что для уста-
новления интервала Kth

min – Kth
max и проведения соответству-

ющих испытаний необходимо выполнить тысячи, а иногда 
и десятки тысяч экспериментов, что, естественно, не было 
задачей настоящей работы. В то же время хочется отме-
тить, что ее цель достигнута. Действительно, нами по-
казано, что сочетание рассмотренного ранее авторами 
[11 – 15] ультразвукового воздействия на реакционную 
смесь кровь – сыворотка с цифровой регистрацией и об-
работкой процессов агглютинации эритроцитов, седимен-
тации эритроцитов и их агглютинатов дает обнадежива-
ющие значения разрешающей способности «акустоопти-

Табл.4. Рекомендуемые значения параметров, при которых раз-
решающая способность определения группы крови рассмотрен-
ным «акустооптическим» методом в данной его реализации макси-
мальна.

Условие эксперимента Рекомендуемая 
для смеси кровь – сыворотка величина

Соотношение компонентов 1:5 – 1:10 
Время действия УЗ на раствор смеси 60 с 
Степень разбавления смеси 1:25 
Время инкубации облученной смеси 90 с
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ческого» метода и устройства. Кроме того, выполненные 
исследования привели к нахождению оптимальных усло-
вий экспериментов, при которых разрешающая способ-
ность устройства в данной его реализации максимальна. 
Проведенное моделирование наметило путь к существен-
ному повышению разрешающей способности устройства.

7. Заключение

Сочетание ультразвукового воздействия на реакцион-
ную смесь кровь – сыворотка с цифровой регистрацией 
седиментации эритроцитов и их агглютинатов позволяет 
получить большие значения разрешающей способности 
при регистрации реакции агглютинации эритроцитов. 
Определены оптимальные условия типирования крови 
предложенным «акустооптическим» методом. Моделиро ва-
ние техники экспериментов на основе анализа све то рас сея-
ния позволило количественно определить перспективы 
развития метода, направленного на дальнейшее повыше-
ние разрешающей способности, а следовательно, надежно-
сти определения группы крови. Результаты исследования 
могут быть использованы при разработке прибора для ин-
струментального определении группы крови человека.

Авторы выражают признательность В.И.Кочубею за 
предоставление возможности работы со спектральной 
аппаратурой и ценные советы. 
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