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Метод пробоподготовки жидких биообразцов в высушенном на носителе виде (технология сухих
пятен крови) в последние 20 лет находит все более широкое применение в разных областях биоана-
лиза, фармакокинетике, терапевтическом мониторинге лекарственных средств, токсикокинетике,
метаболомике и диагностике заболеваний. Технология сухих пятен крови включает в себя нанесе-
ние образца непосредственно на носитель; после высушивания образец анализируют с помощью
современных аналитических, иммунохимических и генетических методов. К преимуществам тако-
го метода пробоподготовки относятся минимальная инвазивность, небольшой объем образца, лег-
кость и экономичность отбора, транспортировки и хранения проб, высокая стабильность аналитов.
В обзоре рассмотрены основные аспекты применения метода пробоподготовки биологических
жидкостей, суспензий, тканей и органов в виде сухих пятен на пористых мембранных носителях в
аналитической практике. Описаны принципы использования мембранных носителей для получе-
ния биологических образцов в виде сухих пятен, подходы к их аналитическому применению, меша-
ющие факторы и ограничения, связанные с реологическими свойствами крови, виды устройств для
отбора крови и других проб, текущее состояние и перспективы развития технологии сухих пятен.
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Метод пробоподготовки образцов крови в ви-
де высушенных на носителе пятен – технология
сухих пятен крови (СПК) (от англ. dried blood
spots, DBS) – получил свое распространение с
60-х гг. прошлого столетия, когда полученные на
фильтровальной бумаге сухие пятна крови ново-
рожденных были успешно использованы для об-
наружения наследственного заболевания фенил-
кетонурии путем определения маркера фенил-
аланина [1]. Используя данный подход, доктор
Роберт Гатри на ранней стадии обнаружил 39 слу-
чаев заболевания среди 400 тысяч новорожден-
ных, что в конечном итоге послужило толчком к
развитию неонатального скрининга и внедрению
технологии СПК в медицину. На сегодняшний
день пробоподготовка проб биологических жид-
костей в виде сухих пятен является важнейшим
средством для проведения неонатального скри-
нинга и выявления редких генетических заболе-
ваний новорожденных, также она получает ши-
рокое распространение в различных биоаналити-
ческих исследованиях, прежде всего, в

доклинических испытаниях лекарств, медицин-
ских, токсикокинетических и фармакокинетиче-
ских исследованиях, в клинической фармаколо-
гии; высушенные на носителе пробы также исполь-
зуются в судебной, допинговой, экологической
экспертизах, создании биобанков [2–11]. В сухих
пятнах биологических жидкостей определяют как
низкомолекулярные вещества, так и белковые мо-
лекулы, например антитела, а также ДНК/РНК.
Использование технологии СПК позволяет сни-
зить инвазивность процесса отбора крови, т.е. трав-
мируемость пациента, уменьшить смертность
подопытных животных в доклинических иссле-
дованиях, поскольку для получения одного сухо-
го образца в виде пятна требуется всего одна кап-
ля крови (30–50 мкл). Сухие образцы обладают
высокой стабильностью и не требуют соблюде-
ния норм холодовой цепи при перевозке к месту
их анализа. Именно поэтому данный подход хо-
рошо зарекомендовал себя при использовании в
дистанционной диагностике заболеваний чело-
века, мониторинге эпидемиологических ситуа-
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ций, например, при выявлении вируса иммуно-
дефицита человека (ВИЧ) в странах Африки, где
жаркий климат и недостаточное лабораторное
обеспечение затрудняют работу с жидкими образ-
цами [12–14]. Такой подход позволяет упростить
хранение и транспортировку биобразцов, так как
сухие образцы могут храниться и/или пересы-
латься к месту лабораторного анализа при темпе-
ратуре окружающей среды, в том числе при повы-
шенных температурах, в течение нескольких
дней, сохраняя при этом стабильность сорбиро-
ванных на мембранный носитель компонентов.
При работе с сухими образцами снижается риск
биологического заражения, помимо этого сухие
образцы после проведения анализа проще утили-
зировать, чем жидкие. Сухие пятна крови могут
быть легко получены пациентом самостоятельно,
так как не требуют специальных навыков работы
с комплектом для отбора, а высушенные образцы
могут быть направлены в лабораторию, к приме-
ру, по почте, исключая лишние расходы на транс-
портировку. Биоаналитические методы, осно-
ванные на технологии СПК, за счет своих пре-
имуществ уже стали серьезной альтернативой
традиционному анализу жидкой венозной крови
или сыворотки. Использование биообразцов в
виде сухих пятен на сегодняшний день с успехом
распространяется не только на цельную кровь, но
также и на другие биологические жидкости, такие
как слюна, плазма, синовиальная жидкость, мо-
ча, молоко и др. [15]. Для таких сухих пятен при-
меняют общее название – матричные пятна (от
англ. matrix spots). Целевые аналиты определяют
в сухих пятнах с помощью различных аналитиче-
ских методов, таких как газовая (ГХ) или жид-
костная хроматография (ЖХ) в сочетании с масс-
спектрометрией (МС), иммунохимические мето-
ды, например иммуноферментный анализ (ИФА)
и методы, основанные на принципе агглютина-
ции, полимеразная цепная реакция (ПЦР) и др.
[16–20].

Интерес к тематике СПК, бурно развивавшей-
ся в последние 10–15 лет, не ослабевает до сих
пор. Согласно данным Scopus, c 2014 года ежегод-
но публикуется более 400 научных статей по этой
тематике, причем порядка 10% из них составляют
обзорные статьи (рис. 1а). В России, по данным
Scopus, число научных публикаций по тематике
СПК значительно меньше по сравнению со мно-
гими другими странами (рис. 1б). Пока в отече-
ственной науке данной тематике уделяется недо-
статочное внимание, а использование техноло-
гии СПК на практике ограничено.

ПРИНЦИП МЕТОДА ПРОБОПОДГОТОВКИ 
БИООБРАЗЦОВ В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН 

НА ПОРИСТЫХ МЕМБРАНАХ

Пробоподготовка образцов в виде сухих пятен
основана на капельном нанесении биологиче-
ской жидкости, суспензии, либо получении отпе-
чатка органа или ткани на специальной впитыва-
ющей мембране и последующем высушивании
пробы. Пористый мембранный материал, состоя-
щий из переплетенных волокон, впитывает нано-
симую пробу за счет капиллярных сил согласно
его сорбционной емкости. В классическом вари-
анте карточка для отбора пробы цельной крови
представляет собой конверт, внутри которого на-
ходится целлюлозная мембрана в виде прямо-
угольника с обозначенными круглыми зонами
для нанесения образца (рис. 2). Мембранный ма-
териал может содержать предварительно нане-
сенные реагенты для повышения сохранности
белков либо нуклеиновых кислот, например ли-
зирующие, хелатирующие вещества и детергенты
[21, 22].

При отборе крови ее по каплям наносят в
центр окружности, соблюдая правило: одна
капля – одна окружность. У взрослых пациентов,
как правило, кровь отбирают из пальца, у ново-
рожденных – из пятки, у животных – из уха, хво-
ста. После нанесения биопробы карточку с образ-
цом высушивают при комнатной температуре,
после чего сухая проба готова к отправке в лабо-
раторию. Помимо капельного нанесения воз-
можно нанесение необходимого объема биологи-
ческой жидкости полуавтоматическим дозато-
ром, а также получение отпечатка исследуемого
органа (например, селезенки) или ткани путем их
соприкосновения с впитывающим мембранным
материалом. Таким образом, такие карточки для
получения сухих пятен являются универсальным
средством для хранения и транспортировки раз-
нообразных биообразцов.

Для проведения анализа в лаборатории из су-
хого пятна вырезают участок мембраны в виде
диска диаметром в несколько миллиметров, на-
пример, с помощью специального ручного при-
способления – медицинского дырокола или пан-
чера (от англ. puncher). Затем проводят элюирова-
ние сухого образца в раствор для выполнения
соответствующего анализа. Развитие современ-
ных аналитических систем направлено на авто-
матизацию процессов пробоподготовки, экс-
тракции и анализа проб. Существуют автомати-
зированные станции, которые способны работать
одновременно с десятками подобных карточек с
СПК, проводить их идентификацию, сортировку,
отделение участков с образцом, последующую
экстракцию и добавление внутреннего стандарта
(ВС) [23]. Такие автосамплеры в сочетании с ана-
литическими установками на базе ЖХ-МС поз-
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воляют быстро количественно определять диа-
гностически значимые вещества в крови [24–26].

АНАЛИТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ТЕХНОЛОГИИ СУХИХ ПЯТЕН КРОВИ

Понимание того, как целевой аналит распре-
деляется между плазмой и эритроцитами, имеет
большое значение для разработки лекарств и про-

ведения клинических исследований. Для техно-
логии СПК важно знать, как будут соотноситься
концентрации определяемого вещества в сухом
пятне с реальной концентрацией в плазме/сыво-
ротке крови, поскольку на носитель наносится
цельная кровь, имеющая в своем составе и плаз-
му, и форменные элементы крови, которые в про-
цессе высушивания пробы на мембране лизиру-
ются. Исторически сложилось, что в аналитиче-

Рис. 1. Распределение публикаций по тематике СПК (DBS) по данным Scopus по годам (а); количество публикаций
с 2000 по 2021 гг. в разных странах (б).
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ских целях в медицине и ветеринарии используют
плазму либо сыворотку крови, отделенную от
клеток. Эритроциты играют важную роль в рас-
пределении аналита и могут влиять на получен-
ные в фармакокинетике и фармакодинамике дан-
ные [27]. Если аналит в крови присутствует не
только в плазме, но и в эритроцитах, то в сухом
пятне его определяемая концентрация будет вы-
ше, чем в плазме. Такое распределение определя-
емого вещества зависит от его физико-химиче-
ских свойств и должно подтверждаться в корре-
ляционных параллельных измерениях сухих
образцов крови и жидких образцов плазмы/сыво-
ротки с введением поправочного коэффициента,
если это необходимо.

Экстракция сухих пятен с носителя. Экстрак-
ция сорбированного на мембранный материал
образца – один из важнейших подготовительных
этапов перед проведением количественного ана-
лиза. Эффективность экстракции напрямую вли-
яет на степень извлечения вещества и в конечном
итоге на чувствительность методов к целевому
аналиту. Более того, стадия экстрагирования
критична при добавлении ВС, а также при экс-
трагировании СПК с использованием органиче-
ских растворителей и смесей для анализа инстру-
ментальными методами [28, 29].

В целом способы экстракции биообразцов в
виде сухих пятен подразделяют на две группы:
офлайн и онлайн. При офлайн экстракции все
необходимые этапы восстановления сухого об-
разца посредством перевода сорбированных на
носителе компонентов в растворитель проводят
вручную. Это – отделение необходимого участка
мембраны с сухим пятном, добавление экстраги-

рующего раствора с включенным ВС, центрифу-
гирование и ввод полученного экстракта в хрома-
тографическую систему. Иногда требуется также
выпаривание, перерастворение в более подходя-
щем для конкретной системы растворителе и т.д.
Офлайн экстракция – эффективная процедура,
однако является трудо- и времязатратной, огра-
ничивая широкое применение технологии СПК в
неинструментальных методах анализа, таких как
иммунохимические методы и ПЦР. Причем в
первом случае, как правило, используют экстрак-
цию определяемых веществ в буферный раствор,
а для выделения нуклеиновых кислот и последу-
ющего проведения ПЦР используют стандартные
методы экстракции [22, 30, 31]. В отличие от
офлайн, онлайн экстрагирование – процесс, поз-
воляющий снизить затраты времени за счет авто-
матизации и одновременной подготовки к анали-
зу сразу нескольких образцов. Онлайн экстраги-
рование стало возможным благодаря развитию
соответствующего инструментария для автомати-
ческой пробоподготовки СПК. Компания
“CAMAG” (Швейцария) выпускает автоматизиро-
ванные системы пробоподготовки, оборудован-
ные считывателем штрих-кодов, встроенной про-
мывающей станцией, возможностью добавления
ВС и подключения к системам ЖХ-МС [23]. Та-
кая система способна обрабатывать набор из
500 карточек с СПК. Другая установка Prolab
GmbH (Reinach, Швейцария) способна приме-
нять различные протоколы экстрагирования за
счет возможности зажима карт и пропускания че-
рез пятно крови раствора под давлением до 200 атм.
Автоматизированные станции по экстракции об-
разцов СПК совмещают с твердофазной экстрак-

Рис. 2. Классический вариант карточки для отбора и получения сухих пятен крови Whatman 903 (а), FTA карта (What-
man, США) для получения сухих образцов для проведения ПЦР (б).

(а) (б)
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цией (ТФЭ). Компания “Spark Holland” (Emmen,
Нидерланды) представила модифицированную
установку, не требующую предварительного раз-
деления экстрагированного образца с помощью
ЖХ. Установка способна проводить предвари-
тельное экстрагирование на основе метода f low-
through, т.е. путем пропускания элюента сквозь
пятно и затем направлять поток в ТФЭ-МС/МС-
систему. Подобная установка может с высокой
точностью и воспроизводимостью обрабатывать
порядка 20 образцов в час.

В идеале анализ на основе СПК должен осу-
ществляться без предварительных стадий выреза-
ния части мембраны с образцом и элюирования,
например, на основе прямого МС-анализа по-
верхности (ПА-МС). Способ ПА-МС позволяет
формировать заряженные ионы при комнатной
температуре и нормальном давлении и затем на-
правлять их в масс-спектрометр для количествен-
ного определения [32]. К методам ПА-МС относит-
ся десорбционная электрораспылительная иониза-
ция (desorption electrospray ionization, DESI), где
ионизация происходит за счет бомбардировки по-
верхности заряженными микрокаплями с образо-
ванием капель, содержащих целевой аналит, кото-
рые испаряются в нагретой капиллярной системе и
детектируются в масс-анализаторе. Наиболее
часто встречающиеся ионизирующие анализато-
ры – это PaperSpray, DESI (Prosolia Inc., USA) и
прямой анализ в режиме реального времени, (di-
rect analysis in real time, DART) [32]. DART анализ
основан на прямом воздействии ионизирующих
газов на сухой анализируемый образец, исключая
стадию предварительной экстракции биологиче-
ского материала с носителя. Подобный способ
способен значительно сократить время проведе-
ния анализа, но пока отстает от традиционных
МС-методов по чувствительности и воспроизво-
димости результатов.

Методы анализа сухих пятен биологических об-
разцов. В большинстве случаев имеющегося объ-
ема материала достаточно для проведения каче-
ственного и количественного анализа, однако
ввиду малого объема отбираемого образца следу-
ет учитывать, что используемый метод анализа
СПК должен обладать достаточной чувствитель-
ностью [2, 4, 6, 9]. Для количественного опреде-
ления целевого аналита в образцах сухих пятен
используют ГХ и ЖХ, МС, атомно-абсорбцион-
ную спектроскопию и МС с индуктивно связан-
ной плазмой. Для анализа СПК наиболее часто
применяют ЖХ в сочетании с различными мето-
дами детектирования, так как большая часть ана-
литов – это органические вещества, лекарства, их
метаболиты и эндогенные соединения. Сочета-
ние ГХ с МС применяют для анализа образцов
СПК в неонатальном и метаболическом скри-
нинге [33, 34], при определении аминокислот,
гормонов и других метаболитов. Для определения

широкого круга веществ используют также МС с
матрично-активированной лазерной десорбци-
ей/ионизацией (МАЛДИ-МС). Предварительное
разделение образцов с использованием ЖХ в дан-
ном случае обычно не требуется, что сокращает
продолжительность анализа. Показано, что полу-
количественное и в некоторых случаях количе-
ственное определение может занимать уникально
короткое время – порядка 5–10 с на один образец
[35, 36].

Как отмечено выше, большинство методов,
использующих СПК, предполагает определение
низкомолекулярных веществ, например биомар-
керов заболеваний, лекарств, запрещенных ве-
ществ и др. [2–11]. Для определения высокомоле-
кулярных веществ сухие образцы используют
значительно реже. Кехлер с соавт. [37] сравнили
эффективность ЖХ с тандемным МС-детектиро-
ванием (ЖХ-МС/МС) для определения белковой
молекулы с иммуноанализом – золотым стандар-
том выявления высокомолекулярных белков. Ав-
торы сделали вывод, что использование МС для
количественного определения крупных белковых
молекул возможно, но чувствительность метода
при анализе СПК примерно в 20 раз ниже, чем в
иммунохимическом анализе. Следует отметить,
что иммунохимические методы для анализа сухих
пятен применяют значительно реже. Это связано,
прежде всего, с трудоемкостью анализа, большим
числом операций предварительной подготовки
сухих образцов в ручном режиме, так как приме-
нение инструментальных методов для количе-
ственного определения высокомолекулярных ве-
ществ ограничено. Помимо этого количествен-
ный анализ затруднен в связи со сложностью
состава крови и особенностями распределения
вещества между плазмой и клетками крови [27].
Однако ИФА и методы на основе агглютинации в
качественном или полуколичественном варианте
используют в серологических исследованиях, на-
пример, при мониторинге распространенности
инфекционных заболеваний в популяциях сель-
скохозяйственных и диких животных и птиц [38,
39]. Для выявления искомых фрагментов нуклеи-
новых кислот в сухих образцах используют метод
ПЦР, причем для экстракции и последующей ам-
плификации пригоден образец любого проис-
хождения, нанесенный и высушенный на носите-
ле (биологическая жидкость, экстракт, суспен-
зия, ткань, орган) [21, 22].

Стабильность определяемых компонентов в со-
ставе сухих образцов. Одним из преимуществ про-
боподготовки образцов в виде сухих пятен в боль-
шинстве случаев является увеличение стабильно-
сти определяемых компонентов биологических
жидкостей после высушивания на мембранном
носителе. Так, например, наблюдаемые концен-
трации аминокислот, хранимых в СПК при ком-
натной температуре, лишь незначительно снижа-
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лись в переделах от 3.1 до 7.3% ежегодно [40]. При
хранении при –18°C таких подверженных разло-
жению веществ, как ацилкарнитины, зафиксиро-
вана их стабильность в течение как минимум
330 дней. При хранении сухих образцов при ком-
натной температуре период полураспада ацил-
карнитинов составлял от 161 до 990 дней [41].

Антитела достаточно стабильны при хранении
в составе высушенной на носителе крови, сыво-
ротки или плазмы. Так, образцы СПК, получен-
ные от диких северных оленей в полевых условиях,
при определении антител к возбудителям инфекци-
онных заболеваний демонстрировали идентичные
результаты в течение двух лет хранения при комнат-
ной температуре [31]. ДНК- и РНК-содержащие
вирусы также удается сохранять в высушенном
виде достаточно продолжительное время. Много-
численные примеры использования специальных
FTA карт (Whatman, США), импрегнированных
лизирующими и хелатириущими агентами для
лизиса клеток и увеличения сохранности нуклеи-
новых кислот вирусов-возбудителей при хране-
нии, описаны в работе [30]. Так, например, в ра-
боте [42] на примере чумы мелких жвачных жи-
вотных показано, что одноцепочечные вирусные
РНК вируса-возбудителя могут быть выявлены в
СПК спустя, как минимум, три месяца хранения
при температурах, характерных для тропических
стран. Более того, при анализе СПК провирус-
ную ДНК вируса-возбудителя африканской чумы
свиней удалось обнаружить даже спустя девять
месяцев хранения при 37°С. В другом исследова-
нии [43] определяли РНК вируса ящура в сухих
образцах эпителия языка и конечностей заражен-
ных коров, отправленных по почте без охлажде-
ния по длинному маршруту от места отбора до ла-
боратории после периода дождей, а также в лет-
ний период в Индии. Показано, что независимо
от температурных условий (21–45°C) и влажно-
сти окружающей среды (20–100%) во всех образ-
цах определили геном и серотип вируса ящура че-
рез 22–56 дней после отбора образцов.

Использование мембранных носителей для
хранения образцов в высушенном виде позволяет
улучшить стабильность многих биомолекул за
счет дегидратации образца и, следовательно, ми-
нимизации ферментативных и гидролитических
процессов. Например, вещество лопинавир в те-
чение двух лет хранения в образцах СПК сохраня-
ется значительно лучше, чем в замороженной
плазме [36]. На примере бензодиазепинов, опре-
деление которых проводят в судебной медицине,
показано увеличение стабильности аналитов при
хранении на носителе [44]. В некоторых случаях
отмечено, что на стабильность при хранении вли-
яет наличие в составе мембранного носителя ста-
билизирующего агента, например ЭДТА [45].
Подводя итог, можно заключить, что технология
СПК предлагает простой и эффективный способ

доставки и хранения биологических образцов,
сокращая расходы на перемещение проб к месту
анализа и хранение, позволяет снизить требова-
ния к соблюдению температурных норм. Ста-
бильность конкретного вещества и возможность
его анализа в сухом матричном пятне следует изу-
чать в отдельных исследованиях, однако в боль-
шинстве случаев транспортировку и краткосроч-
ное хранение сухих образцов с уверенностью
можно проводить без охлаждения.

ПРОБЛЕМЫ И ОГРАНИЧЕНИЯ 
ПРИ ПРИМЕНЕНИИ ПРОБОПОДГОТОВКИ 

ОБРАЗЦОВ В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН
Эффект гематокрита исследуемого образца кро-

ви. На сегодняшний день серьезным ограничени-
ем применения технологии СПК в количествен-
ном анализе является вариативность уровня ге-
матокрита от образца к образцу цельной крови.
Гематокрит (Ht) – это отношение объема эритро-
цитов к объему образца крови. Значение Ht об-
разца может значительно влиять на точность
определения целевого вещества в биоаналитиче-
ских методах на основе СПК. Нормальное значе-
ние Ht составляет порядка 0.41–0.51 для мужчин
и 0.37–0.47 для женщин [46]. Однако в определен-
ных группах населения его пределы варьируются,
например, 0.28–0.67 у новорожденных (0–1 год) и
0.35–0.42 у детей (2–12 лет). Уровень Ht капил-
лярной крови, как правило, выше, чем венозной.
Для разных видов животных и птиц величина Ht
также варьируется. Величина Ht прямо пропор-
циональна вязкости крови, что влияет на теку-
честь и диффузионные свойства крови, нанесен-
ной на мембрану (рис. 3). При высоких значениях
Ht образца распределение капли крови по мем-
бране затруднено; размер пятна на носителе при
этом будет меньше по сравнению с каплей равно-
го объема, но с меньшим значением Ht [47]. Оче-
видно, что чем больше объем цельной крови,
приходящейся на единицу площади сухого пятна,
тем большая масса соответствующего сухого об-
разца будет отобрана для анализа при отделении
части мембраны равного размера, а значит, кон-
центрации выявленных аналитов будут варьиро-
ваться.

Эффект гематокрита зависит также от физико-
химических свойств аналита и от свойств исполь-
зуемого мембранного материала. Относительно
низкое значение Ht приводит к отклонению ре-
зультатов определения концентраций аналита в
отрицательную сторону (в сравнении со средним
уровнем Ht, равным 0.45), тогда как положитель-
ное отклонение наблюдается при повышенном
значении Ht. Различия в коэффициентах распре-
деления определяемых веществ между клетками
крови и плазмой приводят к тому, что эффект ге-
матокрита может проявляться для разных ве-
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ществ по-разному. Так, на примере нескольких
иммунодепрессантов с использованием пяти раз-
личных карточек для отбора СПК изучена взаи-
мосвязь значений Ht со степенью извлечения ве-
ществ с мембран [48]. Эффект гематокрита про-
являлся на всех пяти карточках. В зависимости от
типа карточек результаты анализа, в особенности
при экстремальных значениях Ht и повышенных
концентрациях, варьировались в значительной
степени. При повышенных концентрациях имму-
нодепрессантов такролимуса, сиролимуса, эверо-
лимуса, аскомицина и темсиролимуса эффект гема-
токрита проявлялся намного сильнее, чем при низ-
ких концентрациях. В целом эффект гематокрита
увеличивает разброс результатов анализа, увели-
чивая суммарную погрешность, которая может
превысить допустимое значение 15% [49, 50].

Эффект размера пятна. Нанесение разных объ-
емов крови на мембрану может быть причиной
различия результатов определения концентрации
аналита при фиксированных размере отделенно-
го участка мембраны с образцом и значении Ht
образца. Исследованы диски диаметром 3 мм из
центра и периметра пятна, а также с участка “га-
ло” вокруг пятна [51]. “Гало-эффект” возникает
при высыхании пятна крови и характеризуется
более светлым оттенком края, нежели основной
части пятна. В участке “гало” наблюдали значи-
тельное (более 15%) отклонение концентрации
целевого аналита от значений, полученных из
центральных участков. Данное отклонение вы-
звано неравномерным распределением аналита, а
также эффектом гематокрита образца. При ис-
следовании наличия врожденных заболеваний
точность определения аминокислот, ацилкарни-
тинов и гуанидиацетата сильно зависит от ис-
пользуемого в анализе участка пятна [51]. Для
преодоления эффекта размера пятна используют
ряд контрольных образцов нескольких концен-
траций и объемов нанесенной крови. После вы-
сушивания участок мембраны с образцом (на-
пример, диск диаметром 3 мм) анализируют вме-
сте с набором градуировочных стандартов, для
которых объем нанесенной крови может быть та-
ким же, как один из указанных выше или иным.
Разница результатов ЖХ-МС/МС-анализа не
должна превышать 15% от номинального значе-
ния [20, 52, 53].

Хроматографический эффект. При нанесении
крови на бумажный мембранный носитель может
происходить неравномерное распределение опре-
деляемых веществ вследствие проявления хромато-
графического эффекта, в результате концентрации
аналита в центре пятна крови и на его периферии
будут различаться. В зависимости от типа исполь-
зуемых целлюлозных мембран можно наблюдать
различия в получаемых результатах [54, 55]. Ранее
показано, что целевые низкомолекулярные ана-
литы могут неравномерно распределяться по

мембранному компоненту. Рен с соавт. [56] визу-
ализировал распределение вещества на различ-
ных целлюлозных карточках для отбора крови
(31 ETF, Grade 226, FTA Elute, 903 и FTA, What-
man, США) и продемонстрировал неравномер-
ное распределение веществ, меченных изотопом
C14. Более того, степень неравномерности рас-
пределения целевого аналита на конкретной
мембране зависела помимо состава мембраны и
от количества нанесенной крови. Например, для
карточки FTA elute лучший результат получен
при нанесении меньших объемов крови (30 мкл
вместо 100 мкл). Показано также, что распределе-
ние аналитов на химически модифицированных
карточках, таких как FTA и FTA elute, сильнее за-
висит от внешних факторов: влажность воздуха и
температура в значительной степени влияют на
точность результатов анализа. Негомогенное рас-
пределение целевого аналита наблюдали также
О’Мара с соавт. [57], которые исследовали рас-
пределение гликогенсинтаз с различным связы-
ванием с белками плазмы. В зависимости от
структурных особенностей исследуемых молекул
хроматографический эффект значительно влиял
на их распределение вдоль пятна крови.

Введение внутреннего стандарта в сухую пробу,
эффект матрицы. При количественном анализе
жидких образцов инструментальными методами
добавление ВС осуществляется просто, быстро и
надежно по сравнению с сухими образцами. Рав-
номерно распределить ВС в сухом образце без
предварительного элюирования – непростая за-
дача, которую приходится решать при детектиро-
вании методом МС, основанном на непосред-

Рис. 3. Величина пятна крови на карточке Whatman
903 в зависимости от значения гематокрита наноси-
мого образца цельной крови: А – Ht = 0.18, B –
Ht = 0.35, С – Ht = 0.50 [46].
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ственном пропускании элюирующего раствора
через пятно крови и последующем распылении
[29]. Помимо этого, на точность результатов МС-
определения может влиять наличие матрицы. Ис-
пользование при экстрагировании СПК раство-
ров с высоким содержанием воды в сочетании с
полярным органическим растворителем (мета-
нол, ацетонитрил) может привести к совместной
экстракции полярных компонентов матрицы, что
впоследствии вызовет эффекты ионной супрес-
сии или усиления при МС-анализе [2].

Пути преодоления эффекта гематокрита образца
крови. Эффект гематокрита, пожалуй, самое глав-
ное препятствие на пути широкого применения
СПК в биоанализе. Для преодоления эффекта ге-
матокрита на сегодняшний день предложены раз-
личные подходы, направленные в основном на
осуществление отбора фиксированного объема
пробы. Например, нивелировать эффект можно
за счет ограничения площади впитывающей по-
верхности при нанесении образца на участки
мембраны в виде дисков определенного размера
или перфорированные по краю [35, 58–60]. В ра-
боте [58] использовали предварительно вырезан-
ные (pre-cut) целлюлозные диски, закрепленные
на клейкой ленте. Для проведения анализа выре-
занный диск используют целиком с известным
объемом нанесенной крови. Этот подход умень-
шает отклонения при анализе проб с низким и
высоким гематокритом по сравнению со средним
(0.45). Однако результаты все равно могут замет-
но варьироваться для некоторых аналитов в зави-
симости от значений гематокрита, что объясняет-
ся различным распределением определяемого ве-
щества между плазмой и клетками крови.
В работе [59] также использовали заранее выре-
занные диски для определения ацетаминофена.
Такой подход позволил увеличить точность ре-
зультатов анализа. Кроме того, он упростил ути-
лизацию образцов, так как для анализа пробу бе-
рут целиком без остатка. Другие предлагаемые в
литературе варианты pre-cut устройств с дисками
определенного диаметра представляют собой
пластиковые картриджи или кейсы с помещен-
ным внутрь индивидуальным целлюлозным дис-
ком [35]. Иной способ преодоления эффекта ге-
матокрита подразумевает перерасчет найденных
концентраций аналита, исходя из значений Ht
конкретного образца. Однако для этих целей тре-
буется определить значение Ht, что затруднитель-
но для сухих образцов, хотя соответствующие ме-
тодики существуют. К примеру, известен метод,
позволяющий с достаточной точностью опреде-
лить гематокрит по уровню калия в крови либо по
оценке отражения ультрафиолетового излучения
от поверхности пятна [61, 62], в том числе с помо-
щью автоматической системы [63]. Другие разра-
ботки направлены на создание вспомогательных
устройств, точно дозирующих образец на мем-

бранный носитель. Эффект гематокрита удается
исключить в случае использования полученного
пятна крови в анализе целиком. Недавно пред-
ставлено устройство на основе мембранного
фильтра [64], позволяющее отделять плазму от
клеточных элементов крови. Конструкция состо-
ит из двух различных мембран, первая из которых
представляет собой барьер для эритроцитов и за-
держивает их, а вторая служит носителем для от-
деленной от клеток плазмы. Таким образом, об-
разцы плазмы могут быть получены без предвари-
тельного центрифугирования. Такая технология
может стать альтернативой СПК и другим мето-
дам микросэмплинга (отбора микроколичеств
крови), так как полностью исключает влияние ге-
матокрита на точность анализа сухого образца.
Более радикальным способом борьбы с имеющи-
мися недостатками анализа СПК является разра-
ботка новых альтернативных форматов устройств
для получения сухих пятен, в том числе содержа-
щих мембранные носители различного состава.
Некоторые устройства описаны в следующем
разделе.

УСТРОЙСТВА ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ СУХИХ 
ОБРАЗЦОВ НА МЕМБРАННОМ НОСИТЕЛЕ

В настоящее время для отбора сухих биопроб в
основном используют целлюлозные карточки,
производство которых началось с момента
успешного применения технологии СПК в нео-
натальном скрининге. С тех пор принципиальное
устройство и состав данных карточек не претер-
пели серьезных изменений. Карточка состоит из
внутренней впитывающей части, представляю-
щей собой целлюлозный материал определенно-
го химического и физического состава, а также из
внешней части, выполняющей защитную и ин-
формационную функции (рис. 2). На внутренней
части очерчены круги, которые обозначают места
нанесения капель биообразца или отпечатка тка-
ни/органа. Большая часть карточек для медицин-
ских целей производится фирмой “Whatman”
(США) – крупной компанией по производству
бумажных фильтров и сопутствующих материа-
лов. Некоторые другие компании (“Ahlstrom-
Munktell” (Швеция), “Fisher Scientific” (США)
и др.) производят карточки под своим брендом,
но используют схожий формат и целлюлозный
материал (Whatman 903). Данный формат карточ-
ки удобен для нанесения капиллярной крови из
пальца пациента, но при этом для корректного
нанесения крови требуется соблюдать ряд усло-
вий, которые часто нарушаются. Так, например,
каплю крови нужно наносить в центр круга, при
этом нельзя наносить каплю в один круг дважды.
Отклонения от центра приводит часто к необхо-
димости повторного нанесения капли на ту же
область, что вызывает локальное увеличение кон-
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центрации вещества на носителе и как следствие
завышение результатов анализа, а также сниже-
ние воспроизводимости. Кроме того, сам по себе
используемый в качестве впитывающей мембра-
ны целлюлозный материал обладает рядом
свойств, которые затрудняют последующий ана-
лиз сухого образца. Выше описаны мешающие
анализу эффект гематокрита и хроматографиче-
ский эффект за счет физико-химических свойств
полых целлюлозных волокон. Помимо этого, ко-
личество сорбируемого образца на единицу пло-
щади целлюлозной мембраны, как правило, не-
известно. Использование целлюлозного материа-
ла на данный момент является, скорее, данью
традициям и устоявшимся рыночным отношени-
ям. Современные научные разработки направле-
ны не только на создание новых аналитических
подходов для анализа СПК, но и на использова-
ние более технологичных мембранных материа-
лов, роль которых заключается не только в ад-
сорбции и сохранении биологического образца,
но и в минимизации влияния различных факто-
ров на последующий анализ сухих пятен [65]. Так,
например, описано использование нецеллюлоз-
ных материалов для получения СПК [66, 67]. От-
мечено, что нецеллюлозные материалы обладают
лучшими параметрами распределения независи-
мо от вязкости наносимой жидкости, однако пят-
но на таких носителях может быть неравномер-
ным по форме, а при вырезании диска материал
оказывается более хрупким по сравнению с бу-
мажным [48].

Для преодоления проблем пробоподготовки и
анализа, связанных с применением целлюлозно-
го материала, предложено множество различных
устройств, основная цель которых – получение
микроколичеств сухих образцов определенного
объема и облегчение последующего анализа [68].
Новое устройство для получения сухих образцов
HemaSpot TE (SpotOnScience, США) [69] пред-
ставляет собой футляр, содержащий внутри по-
ристый целлюлозный носитель, выполненный в
виде пропеллера (рис. 4). Каплю крови наносят
на центральную часть мембраны, после чего она
распространяется по лепесткам мембраны в ра-
диальном направлении, футляр плотно закрыва-
ется, и мембрана высушивается за счет находяще-
гося внутри осушителя. Лепестки мембраны впи-
тывают ограниченный объем крови, при полном
их заполнении снижается влияние гематокрита.
Для проведения анализа достаточно отделить
один из лепестков и провести десорбцию опреде-
ляемого вещества из мембраны. Подобный под-
ход к пробоподготовке в сравнении с классиче-
ским целлюлозным носителем для капельного
нанесения (Munktel TFN) приводил к более высо-
кой корреляции результатов в сравнении с быст-
рыми тестами при выявлении ВИЧ в Нигерии
[53]. Данное исследование показало, что при не-

достаточной оснащенности лабораторного и вра-
чебного персонала требуются более оптимизиро-
ванные методики и строгое соблюдение правил
использования устройств при получении сухих
образцов. Помимо этого, необходимы устрой-
ства, пригодные для отбора проб в полевых усло-
виях, обеспечивающие получение точных резуль-
татов анализа, а также высокую корреляцию с ме-
тодами – золотыми стандартами. К недостаткам
системы HemaSpot следует отнести ее относи-
тельную сложность в изготовлении и последую-
щем использовании, так как для нанесения об-
разца крови требуются дополнительные инстру-
менты, например дозаторы. Для достижения
высокой воспроизводимости результатов анализа
обязательно наносить точную аликвоту крови в
центр мембраны, причем необходимо контроли-
ровать объем наносимой жидкости, чтобы он не
превышал максимальную емкость мембраны. Бо-
лее того, если не удается отобрать необходимый
для нанесения объем (кровь может плохо выте-
кать из пальца), то невозможно полностью запол-
нить лепестки, и объем крови в лепестке оказыва-
ется неизвестным, а результат анализа – некор-
ректным. Компания-производитель разработала
также устройство с носителем в виде спирали He-
maspot SE: кровь наносится в центр и в процессе
распространения пробы по носителю происходит
отделение клеточных элементов. Таким образом,
отделяя необходимый участок носителя, можно
анализировать сухой образец крови или соответ-
ствующей плазмы.

Другое устройство для микросэмплинга Volu-
metric Absorptive Microsampling VAMS (Neoteryx,

Рис. 4. Устройство для получения образца сухой кро-
ви HemaSpot HF (SpotOnScience, США).
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США) [70, 71] представляет собой пластиковый
стержень, на конце которого располагается не-
большой адсорбционный элемент из полимерно-
го материала в виде спичечной головки (рис. 5).
Авторы утверждают, что емкость элемента фик-
сированная и в зависимости от назначения
устройства может составлять от 10 до 30 мкл, что
подтверждено введением в пробу радиоактивных
изотопов и измерением радиоактивности адсор-
бента с образцом [70]. Для нанесения крови ко-
нец впитывающей головки опускают в образец до
полного насыщения. Влияние гематокрита на
анализ в диапазоне значений Ht 0.20–0.70 незна-
чительно, и отклонение от условно нормального
значения (0.45) составляло 5%, что значительно
меньше, чем для классической целлюлозной
мембраны, где результаты измерений варьирова-
лись в пределах 30%.

Устройство Asante Dried Blood Specimen Col-
lection Strips (Sedia Biosciences Corporation, США)
(рис. 6) представляет собой впитывающую полос-
ку на пластиковой основе по типу латеральной.
Кровь впитывается в сорбционный материал
длиной около 2 см, который имеет определенную
емкость, что позволяет отбирать фиксированный
объем крови. Перед анализом проводят полную
экстракцию сорбированной крови в раствор. Это
позволяет снизить влияние погрешностей при от-
боре крови, связанных с переизбытком или недо-
статочным количеством нанесенной пациентом
крови. Однако дозирование сухого образца в дан-
ном случае не предусмотрено, нанесенный и вы-
сушенный образец полностью смывается в рас-
твор. На подобном принципе построена карточка
фирмы “RayBiotech Life” (США), содержащая
несколько полосок для отбора около 30 мкл цель-
ной крови на каждую.

С целью отбора фиксированного объема крови
представлено вспомогательное устройство He-

maXis (DBS System SA, Швейцария) [72], инте-
грированное со стандартной карточкой фирмы
“Whatman”, которое с помощью капиллярной си-
стемы позволяет наносить кровь на мембрану в
центр окружности в фиксированном объеме
(рис. 7). Это позволяет избежать погрешностей
при нанесении крови пациентом при условии по-
следующего экстрагирования в автоматических
проточных системах, в которых используется вся
площадь мембраны с нанесенным сухим образ-
цом.

В работе [73] авторы использовали капилляр
для точного дозирования 3 мкл крови вместе с за-
ранее вырезанными дисками целлюлозного мате-
риала (рис. 8). Данная система состоит из фикси-
рованных в пластиковом картридже частей мем-
браны, на которые наносят точный объем крови
(3 мкл) из капиляра. Подобная система позволяет
повысить точность нанесения образца по сравне-
нию полуавтоматическим дозатором. Однако все
это, несомненно, усложняет устройство и способ
нанесения пробы. По практичности подобные
устройства вряд ли сравнятся с классическими
карточками для отбора, которые просты в изго-
товлении, хранении и при транспортировке.

Помимо новых устройств также описаны фор-
маты карточек и мембранных материалов, которые
могли бы служить альтернативой традиционному
прямоугольному формату карточек. Например, в
работе [74] для получения СПК использованы по-
лоски из целлюлозного материала с уширенным
концом (рис. 9). Такой формат, по мнению авто-
ров, удобен для отбора определенного объема
крови (около 20 мкл) и последующего анализа
крови методом ПЦР для диагностики малярии.
Безусловно, такой формат пригоден для каче-
ственного анализа, но не подходит для количе-
ственных измерений, так как дозирование образ-
ца является неточным.

Отбор крови на полоски целлюлозного мате-
риала впервые предложен Кензо Нобуто для диа-
гностики токсоплазмоза в 1966 г. [75]. Полоски
состояли из двух частей: впитывающей и области
распределения (рис. 10). В дальнейшем полоски
Нобуто неоднократно использовались для вете-
ринарной диагностики различных инфекцион-
ных заболеваний как домашних, так и диких жи-
вотных [31, 76–79].

Наша научная лаборатория активно работает
по тематике пробоподготовки биообразцов виде
сухих пятен в течение последних 10 лет. Авторы
обзора предложили новый формат пробоподго-
товки сухих образцов с использованием разде-
ленных на зоны одинакового размера узких поло-
сок (стрипов) высокопористого материала
(рис. 11) [80, 81]. Такой стрип мембранного мате-
риала несет в себе две функции: во-первых, функ-
цию носителя биоматериала для хранения и

Рис. 5. Устройство для микросэмплинга Volumetric
Absorptive Microsampling (VAMS) (Neoteryx, США).
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транспортировки сухого образца в лабораторию
и, во-вторых, функцию микросэмплера, т.е.
устройства, способного впитывать фиксирован-
ное микроколичество жидкости, представляя со-
бой капиллярный дозатор. Количество сорбиро-

ванной жидкости определяется сорбционными
свойствами используемого материала. Данный
формат позволяет дозировать сухой образец, ис-
пользуя необходимое количество идентичных
участков мембраны, что обеспечивает возмож-

Рис. 6. Устройство для отбора крови Asante Dried Blood Specimen Collection Strips (Sedia Biosciences Corporation, США).

Рис. 7. Система отбора крови HemaXis (DBS System SA, Швейцария).
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ность проведения повторных исследований или
нескольких видов анализа одной сухой пробы.
Помимо этого, нанесение образца при использо-
вании стрипа облегчается: образец можно нано-
сить из наплыва крови в месте пункции или из
пробирки, опустив край стрипа в жидкость. В
первом случае это значительно облегчает отбор

образца крови у животных и птицы. Жидкость,
попадая на материал, легко впитывается и рас-
пространяется вдоль полоски пористого мем-
бранного материала за счет капиллярных сил. На
многочисленных примерах показано, что распре-
деление как низкомолекулярных, так и высоко-
молекулярных веществ вдоль стрипа происходит
равномерно, что позволяет использовать для ана-
лиза любой участок мембраны без ущерба для
точности анализа [80–83]. Показано также, что
это условие соблюдается для мембранных мате-
риалов из цельных стекловолоконных и полимер-
ных волокон, тогда как для целлюлозного мате-
риала имеет место хроматографический эффект
[80]. Изучение физико-химических свойств мем-
бранных материалов разной природы с точки зре-
ния их применимости для данного формата и по-
следующего использования для пробоподготовки
и анализа сухих образцов биологических жидко-
стей позволило выделить стекловолоконный ма-
териал как наиболее эффективный для использо-
вания в биоаналитике. Так, например, на стекло-
волоконном материале образцы крови с
различным значением гематокрита распределя-
ются более равномерно, чем на целлюлозном
(рис. 12). При этом равномерность распростране-
ния зависит от сорбционных свойств мембраны.
Успешное использование предложенного форма-
та пробоподготовки в сочетании с количествен-
ным, полуколичественным и качественным им-
мунохимическим анализом и ПЦР продемон-
стрировано на примере выявления гормонов,
метаболитов, белков, антител, ДНК в образцах

Рис. 8. Устройство для капиллярного нанесения кро-
ви на pre-cut диски [73].

Рис. 9. Карточки с целлюлозным мембранным носителем в виде полосок с уширением [74].
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цельной крови, сыворотки, плазмы и цельного
молока для целей биомедицинской и ветеринар-
ной диагностики [80–93].

ПРИМЕНЕНИЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ПРОБОПОДГОТОВКИ БИООБРАЗЦОВ 

В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН НА ПОРИСТЫХ 
НОСИТЕЛЯХ

На сегодняшний день пробоподготовка биопроб
в виде сухих пятен применяется преимущественно
для определения низкомолекулярных веществ, на-
пример биологически активных фармацевтических
соединений и запрещенных наркотических веществ
[7, 8, 11, 18], а также для сбора биоматериала для про-
ведения ПЦР и генетических исследований [22, 30,
42, 43, 94]. Метод СПК хорошо подходит для тера-
певтического лекарственного мониторинга, требу-
ющего многократных измерений во время терапии
веществами с коротким интервалом воздействия
[44]. Особое место технология СПК занимает в ди-
станционной диагностике заболеваний человека и в
неонатальном скрининге [43].

Мониторинг заболеваний человека. По мнению
авторов работы [95], можно выделить как мини-

мум 45 аналитов, выявление которых в СПК
представляет наибольшую ценность для популя-
ционных исследований. Среди них биомаркеры,
характеризующие состояние эндокринной, сер-
дечно-сосудистой, репродуктивной, иммунной
систем организма, которые на современном
уровне развития диагностических технологий мо-
гут быть выявлены в малом объеме исследуемого
образца. В настоящее время технология СПК ин-
тегрирована в несколько национальных амери-
канских и международных программ популяци-
онных исследований детей старшего возраста,
взрослых и пожилых людей. Так, технология
СПК нашла широкое применение в дистанцион-
ном исследовании гепатита [96] и ВИЧ в афри-
канских странах [12, 13, 15]. Усилия, направлен-
ные на повышение доступности тестирования на
ВИЧ в сельских районах развивающихся стран,
где живут более 90% всех ВИЧ-инфицированных
людей, имеют решающее значение для борьбы с
этой болезнью. Технология СПК обеспечивает
простой, надежный и доступный способ сбора
образцов крови и других биологических жидко-
стей для скрининга болезни, контроля качества
санитарной помощи, измерения вирусной на-
грузки ВИЧ и тестирования лекарственной
устойчивости в условиях, когда отбор венозной
крови и ее транспортировка неосуществимы или
затруднены [14]. Большинство количественных
анализов на вирусную нагрузку ВИЧ проводят
методом ПЦР, который требует большого коли-
чества плазмы (100–600 мкл) и транскрипции
РНК в ДНК до амплификации. Кроме внеклеточ-
ной РНК ВИЧ-1, которая содержится в образцах

Рис. 10. Схематическое изображение целлюлозной
полоски Нобуто [75].

5 мм

30 мм 20 мм

10 мм

Рис. 11. Новый формат пробоподготовки сухих проб на узком маркированном стрипе мембранного материала.
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плазмы, сухие образцы содержат цельную кровь,
а следовательно, внутриклеточную РНК ВИЧ-1 и
провирусную ДНК ВИЧ-1. В результате анализ на
вирусную нагрузку с использованием технологии
СПК потенциально более чувствителен, чем
определение ВИЧ-1 в плазме или сыворотке. Это
имеет большое значение для раннего выявления
ВИЧ [21].

Доклинические и клинические исследования ле-
карств. В основе работ в области доклинических
испытаний лежит отбор крови подопытных жи-
вотных в течение определенного периода време-
ни после введения препарата для установления
точных значений концентраций соответствую-
щих препаратов в крови. Доклинические испыта-
ния включают в себя исследование фармакологи-
ческих и токсикологических свойств препаратов.
В настоящее время очень многие исследования и
публикации посвящены именно этому направле-
нию использования технологии СПК в области
фармакокинетики [4, 27, 49, 50, 97, 98]. Стандарт-
ная методика выполнения анализов и проведения
фармакокинетических исследований предусмат-
ривает серийный забор достаточно большого
объема крови (обычно около 1 мл) животных
(крыс, мышей), при этом животное в процессе
отбора крови погибает. Переход на технологию
СПК позволяет значительно сократить объем от-
бираемого биологического материала и сэконо-
мить значительные средства. Кроме того, с помо-
щью СПК можно использовать одно и то же жи-

вотное в одной и той же серии измерений
многократно [98].

Терапевтический мониторинг лекарств. Низкая
травмируемость при использовании технологии
СПК делает ее незаменимой в терапевтическом
мониторинге лекарственных препаратов, когда с
целью назначения необходимого курса приема
препарата необходимо отслеживать его концен-
трацию в организме в динамике. Это особенно
актуально для препаратов с малым терапевтиче-
ским временем воздействия на организм или для
нестабильных препаратов. Например, в работе
[99] СПК анализировали на наличие иммуносу-
прессоров методом ЖХ-МС/МС. Технологию
СПК, особенно в сочетании с ЖХ-МС/МС, ак-
тивно используют в клинических исследованиях
жаропонижающих, противокашлевых, противо-
вирусных, противосудорожных, иммуносупрес-
сорных, противоэпилептических и других лекар-
ственных средств. Однако в случае применения
СПК в терапевтическом мониторинге необходи-
мо учитывать некоторые факторы, которые могут
значительно влиять на результаты анализа сухих
и жидких образцов (например, гематокрит) [95].

Неонатальный скрининг. Использование тех-
нологии СПК в неонатальном скрининге получи-
ло широкое распространение во всем мире [4].
Ввиду малого объема отбираемой крови травми-
руемость новорожденных снижается, облегчается
отбор крови и становится возможным ранняя ди-
агностика патологий. У грудных детей в основ-
ном выявляют этиологию и патогенез врожден-

Рис. 12. Распространение 80 мкл крови вдоль узкой полоски (стрипа) мембранного материала в зависимости от зна-
чений гематокрита образца крови.
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ных заболеваний. Такие заболевания встречают-
ся очень редко и составляют единицы на тысячу и
десятки тысяч новорожденных, однако их свое-
временная диагностика и последующее наблюде-
ние гарантирует избавление ребенка от негатив-
ных проявлений заболевания. Так, например,
при обнаружении фенилкетонурии (нарушения
метаболизма фенилаланина) ребенку назначают
специальную диету, исключающую потребление
высокобелковой пищи. Ограничение потребле-
ния организмом фенилаланина позволяет избе-
жать необратимых паталогических изменений,
приводящих к умственной отсталости [100].

Технология сухих пятен крови в ветеринарии и
биологии. Несмотря на то, что технология СПК
относительно широко применяется в медицин-
ских исследованиях, ее значимость для ветерина-
рии и биологии на сегодняшний день явно недо-
оценена. По сути использование технологии
СПК для отбора, хранения и анализа сухих образ-
цов в диагностике болезней сельскохозяйствен-
ных животных, птицы, домашних и диких живот-
ных находится лишь в самой начальной стадии
развития, хотя успешные попытки исследовать
серологическими методами полученные на мем-
бранных материалах сухие образцы крови сель-
скохозяйственных животных описаны еще в 50–
60-х годах прошлого века [74, 101]. После этого в
течение нескольких лет наблюдался всплеск на-
учных работ не только по медицинской, но и ве-
теринарной тематике. В течение последующих
30 лет технология не вызывала серьезного инте-
реса в ветеринарии и биологии и только в конце
90-х–начале 2000-х гг. число публикаций начало
расти вслед за широким распространением тех-
нологии СПК в мире. Однако даже на сегодняш-
ний день общее число публикаций, посвященных
применению СПК в ветеринарной диагностике и
биологических исследованиях, невелико и со-
ставляет порядка двухсот пятидесяти работ.

Ветеринарную диагностику на основе техно-
логии СПК проводят с использованием широко-
го спектра методов, в основном это серодиагно-
стика для выявления специфических антител в
крови животного и ПЦР для обнаружения генома
возбудителя. Для определения антибиотиков, пе-
стицидов, металлов применяют инструменталь-
ные методы анализа, такие как ЖХ, МС и др.
[102–107]. Большой практический интерес вызы-
вает использование высушенных на носителе об-
разцов для мониторинга заболеваний в регионах с
тропическим климатом, труднодоступных и уда-
ленных местах, странах с обширной территорией,
где могут наблюдаться сложности при транспор-
тировке и хранении проб. Технология СПК неод-
нократно применялась для мониторинга важных
инфекционных заболеваний сельскохозяйствен-
ных и домашних животных, например трипано-
сомных заболеваний скота в странах Африки

[108], а также для исследования векторных орга-
низмов, участвующих в переносе инфекции [109].
Интересным направлением таких исследований
является анализ слюны комаров, а также частей
самих векторных насекомых, например мухи це-
це, клопов и других насекомых, на предмет выяв-
ления генома возбудителя [110, 111]. В работе [112]
идентификация инфицированных и неинфици-
рованных животных серологическим методом
проходила эффективнее на основе результатов,
полученных с помощью СПК, чем при анализе
жидких проб. Отмечено, что для получения сыво-
ротки для стандартного анализа жидкой пробы в
полевых условиях требуется гораздо больше уси-
лий, так как необходим отбор значительного ко-
личества материала из хвостовой или яремной ве-
ны крупного рогатого скота.

Технологии СПК находит применение при
мониторинге заболеваний разнообразных диких
животных и птиц [21, 30, 31, 76–78, 113–115].
Большинство инфекционных заболеваний диких
животных слабо подвержено контролю. Ввиду
невозможности массового отбора проб в один
день, пробы аккумулируются в течение длитель-
ного времени. Технология СПК позволяет хра-
нить высушенные пробы в течение всего срока
экспедиции, не прибегая к их охлаждению. Дан-
ный подход использовали при мониторинге бру-
целлеза северных оленей в Канаде [77]. Данное
заболевание сложно контролируется ввиду суро-
вого климата и огромного ареала обитания диких
животных. Домашний скот также подвержен это-
му заболеванию и основная причина инфициро-
вания – передача инфекции от диких животных.
Кроме того, не исключена опасность заражения
человека при недостаточной тепловой обработке
пищи. Образцы отбирали у убитых в ходе отстре-
ла оленей в экстремальных условиях при темпе-
ратурах до –40°C на полоски Нобуто и через два
месяца анализировали методом ИФА. Сбор сухих
проб на мембранные носители используют при
генетических и морфологических исследованиях,
например, для определения генома и серотипа
возбудителей инфекционных заболеваний, со-
здания биобанков [22, 43]. С использованием тех-
нологии СПК изучают антропогенное влияние на
представителей дикой фауны. Для этого в крови
перелетных птиц определяют токсиканты, нали-
чие тяжелых металлов, пестицидов и антибиоти-
ков [102–106].

Перспективно использование технологии
СПК для мониторинга инфекционных заболева-
ний сельскохозяйственных животных и уровня
поствакцинального иммунитета [85, 91]. Сельско-
хозяйственные животные и птица ввиду массовости
содержания подвержены большому числу инфек-
ционных заболеваний, обычно имеющих вирусную
природу, а в условиях промышленного содержания
инфекция способна быстро распространятся и
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поражать большое число голов. В зависимости от
распространенности в конкретном регионе для
профилактики инфекционных заболеваний су-
ществуют специальные программы вакцинирова-
ния поголовья. В большинстве публикаций, осве-
щающих применение технологии СПК, отмеча-
ется, что для успешной борьбы с опасными
инфекциями диких и сельскохозяйственных жи-
вотных требуется развитие эффективного и недо-
рогого метода хранения и транспортировки об-
разцов крови, каким и является метод получения
сухих пятен биологических жидкостей на мем-
бранных носителях [22, 43, 76, 79, 94]. Однако в
ветеринарной практике в России технология не-
популярна и малоизвестна, отсутствуют утвер-
жденные методические указания для использова-
ния сухих образцов в мониторинговых програм-
мах. Для животных возможности нанесения
крови и получения сухих пятен при использова-
нии классических карточек ограничены. Показа-
тельно, что в некоторых работах исследователи
для удобства нанесения пробы самостоятельно
нарезали целлюлозный материал на полосы для
возможности пропитки мембраны напрямую из
пункции и удобства дозирования на последую-
щих этапах [38, 116, 117].

ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ ТЕХНОЛОГИИ 
СУХИХ ПЯТЕН КРОВИ

Метод отбора микроколичеств крови на мем-
бранный носитель будет находить все более ши-
рокое применение при разработке новых лекар-
ственных препаратов, где необходимо постоянно
отбирать образцы биологических жидкостей у ла-
бораторных животных. Очевидно, что технология
СПК также будет распространяться на методики
сбора и анализа не только образцов цельной кро-
ви, но и других биологических жидкостей челове-
ка и животных [2, 15, 83, 84]. На данном этапе раз-
вития множество операций при пробоподготовке
образца проводят вручную. И хотя это не пред-
ставляет проблему для маленьких выборок, при
масштабном исследовании необходимо примене-
ние автоматизированных технологий. На сегодня
уже созданы приборы, позволяющие полностью
автоматизировать процесс обработки карточек с
образцами в виде сухих пятен для последующего
автоматизированного анализа [23, 63]. Парал-
лельно с уменьшением количества отбираемого
материала, миниатюризацией устройств, способ-
ных отбирать микроколичества жидкостей, идет
процесс миниатюризации анализаторов, включа-
ющих в себя одновременно узлы пробоподготовки
образцов СПК и масс-спектрометр. Делаются по-
пытки сопряжения автоматизированных устройств,
используемых для СПК, с инструментами, приме-
няемыми в других методиках, для расширения
спектра анализируемых объектов и увеличения точ-

ности анализа. Опубликовано довольно много ра-
бот по разработке методов СПК с применением
ЖХ-МС/МС, что значительно расширяет воз-
можности технологии за счет сочетания несколь-
ких методик, которые взаимно компенсируют не-
достатки друг друга [2]. При точном соблюдении
методики отбора образцов, автоматизации опера-
ций отделения участка мембраны с образцом и
экстракции (элюировании) аналитов, усовер-
шенствовании химического состава пористых
сорбирующих мембран для повышения устойчи-
вости нестабильных соединений технология
СПК будет играть важную роль в количественном
анализе лекарственных препаратов и определе-
нии метаболитов в крови, а также в диагностике
заболеваний в медицине и ветеринарии [15]. Рас-
ширяется спектр определяемых соединений с ис-
пользованием СПК; разрабатываются методы
определения микроэлементов [117], насыщенных
и полиненасыщенных жирных кислот [118]. Но-
вое направление использования технологии СПК
анонсировано в июле 2021 года. На 138-й сессии
МОК Всемирное антидопинговое агентство (WA-
DA) объявило об утверждении метода тестирова-
ния пятен сухой крови спортсменов на запрещен-
ные вещества (допинг) на международных сорев-
нованиях, в том числе на Олимпийских играх,
начиная с Олимпиады-2021 в Токио.

* * *

Поводя итог, хочется отметить, что, несмотря
на широкое распространение, целлюлозные по-
ристые носители имеют общепризнанные недо-
статки – неравномерность нанесения и распреде-
ления пятна крови, зависимость площади зоны
распространения пятна крови от вязкостных
свойств индивидуального образца, а также не-
полное смывание образца с носителя вследствие
частично необратимой сорбции компонентов
крови на волокнах целлюлозы. Эти недостатки
ограничивают возможности технологии СПК при
использовании в количественном анализе для це-
лей диагностики. Особенно это касается иммуно-
химических методов, хотя для неонатального
скрининга технология хорошо отработана и стан-
дартизована. Сегодня для получения сухих пятен
биообразцов предлагаются новые нецеллюлоз-
ные пористые мембранные материалы, обладаю-
щие неоспоримыми эксплуатационными и ана-
литическими преимуществами и позволяющими
нивелировать либо полностью избежать нежела-
тельных эффектов, присущих целлюлозе. Поми-
мо этого, ведется поиск более удобных в исполь-
зовании форматов устройств для отбора биопроб,
которые позволят осуществлять эффективный
отбор образцов не только у человека, но и у жи-
вотных, в том числе вне лаборатории. Стоит от-
метить, что большинство новых устройств для от-
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бора и пробоподготовки образцов в виде сухих
пятен не предназначены для массового скринин-
га, а рассчитаны на индивидуальное применение.
Стоимость усовершенствованного индивидуаль-
ного устройства для отбора крови, сложность его
изготовления и использования предполагает,
скорее, применение в медицине. В ветеринарной
диагностике применение биообразцов в виде су-
хих пятен для мониторинга инфекционных забо-
леваний мало распространено, что связано в том
числе с высокой стоимостью предлагаемых на
рынке устройств для отбора проб, рассчитанных
на медицинское применение, с отсутствием аль-
тернативных систем и форматов пробоподготов-
ки, удобных для ветеринарного применения, в
частности для отбора крови у животных и птицы
в полевых условиях. Кроме этого, слабо развиты
методические подходы к работе с сухими образ-
цами. Путем развития удобных устройств для от-
бора проб технология СПК может стать альтерна-
тивой использованию жидких проб для массового
мониторинга сельскохозяйственных животных и
птицы, а также других ветеринарных и биологиче-
ских исследований представителей дикой флоры и
фауны. Применение в диагностике медицинских
устройств на основе целлюлозных мембран, пре-
имущественно в виде карточек, ориентировано на
количественный анализ физико-химическими ме-
тодами с целью оценки уровня низкомолекулярных
веществ в крови человека. Продолжительность ана-
лиза и перечень определяемых веществ сильно за-
висят от возможности автоматизации стадий рабо-
ты с сухими образцами. Наличие станций для ав-
томатической пробоподготовки – серьезный
барьер для широкого внедрения технологии в
практику в развивающихся странах. Для рутин-
ного иммунохимического анализа в лаборатори-
ях, ориентированных на исследование жидких
образцов, использование сухих образцов создает
дополнительные методические сложности, так
как большинство операций с СПК проводится
вручную. Несмотря на растущую популярность,
технология СПК еще не до конца устоялась и не
утвердилась по некоторым аналитическим аспек-
там. В целом технология СПК развивается в на-
правлении усовершенствования и увеличения до-
ли автоматизированных процессов, что в конеч-
ном итоге приведет к снижению средней
продолжительности анализа и к возможности
проведения масштабных исследований и мони-
торинга заболеваний. С развитием современных
технологий повышается точность и чувствитель-
ность результатов, полученных с использованием
сухих пятен биологических жидкостей. Исполь-
зование технологии СПК, очевидно, будет посте-
пенно заменять традиционный анализ жидкой
плазмы. Неоспоримыми преимуществами техно-
логии СПК являются простота отбора крови са-
мим пациентом, возможность отправки сухого

образца по почте и получения результата анализа
дистанционно, возможность доставки сухого об-
разца в лабораторию из удаленных районов, на-
пример из стран Африки. Подобный способ до-
ставки способен упросить работу и способствовать
выявлению и искоренению заболеваний, таких
как ВИЧ и гепатит B, в странах третьего мира.
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