
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(12)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-12-733-738

БИОХИМИЯ

733

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2021

Смирнова В.И.1, Лапин С.В.1, Лебедев Д.Г.2,3, Эмануэль В.Л.1, Малышкин К.А.1, Блинова Т.В.1

ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДА ИНФРАКРАСНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ ДЛЯ АНАЛИЗА СОСТАВА 
МОЧЕВЫХ КОНКРЕМЕНТОВ

1Научно-методический центр  по молекулярной медицине ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени академика И.П. Павлова»  Минздрава РФ, 197022,   Санкт-Петербург, Россия; 
2ГБУЗ «Александровская больница», 193312, Санкт-Петербург, Россия; 
3Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И. Мечникова, 191015,Санкт-Петербург, Россия

Целью работы явилась валидация метода анализа состава мочевых конкрементов с помощью инфракрасной (ИК)-
спектроскопии Фурье путем исследования модельных смесей солей. Исследование проводили с помощью метода ИК-
Фурье спектрометром ALPHA-P с программным обеспечением OPUS (Bruker, Германия). Были использованы образцы 
чистых химических солей производства фирмы Sigma-Aldrich (США). Из них были приготовлены смеси 10/90, 50/50 и 
90/10. Порошки из мочевого конкремента разной степени дисперсности исследованы для оценки воспроизводимости 
измерений. ИК-анализ чистых модельных солей показал, что при исследовании соли цистина CV(%) составил 0,79%, 
карбоната кальция – 0,92%, урата натрия – 0,97%, оксалата кальция моногидрата – 4,94%, ортофосфата аммония 
магния гидрата – 5,59%. 
Анализ воспроизводимости измерений сложных смесей выявил, что при содержании 9 частей оксалата кальция к одной 
части примесей CV(%) составил 5,70%, при пропорции 50/50 – 21,57%, 10/90 – 5,70%. Для смесей мочевой кислоты 
90/10 – 2,20%, при 50/50 – 10,09%, 10/90 – 31,94%. Для кальцита при 90/10 – 9,02%, при 50/50 – 11,98%, 10/90 – 24,70%. 
Навески солей с диаметром частиц более 0,8 мм обеспечивают воспроизводимость с CV 11,48%, диаметром 0,2-0,8 мм –  
5,35%, менее 0,1 мм —2,28%. При применении метода ИК-спектроскопии была показана высокая воспроизводимость 
для чистых солей с CV, не превышающим, 5,59%, однако сравнительно низкая при анализе конкрементов смешанного со-
става, ввиду увеличения CV при определении долей примесей. Особое внимание лаборатории должны уделять подготовке 
образца, а именно обеспечить дисперсность измеряемого образца менее 0,1 мм и его гомогенность.
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The aim of this study was to validate the method for analyzing the composition of calculus using infrared (IR) spectroscopy by 
studying model mixtures of salts.
Study was made with an ALPHA-P IR Fourier spectrometer with OPUS software (Bruker, Germany). The samples of pure chemical 
salts manufactured by Sigma-Aldrich USA were used to validate the method. Salt mixtures were prepared in ratios of 10/90, 50/50 and 
90/10. To assess the effect of the fraction size on the calculus component results, were used calculi of patients with urolithiasis. For 
each mixture were used 10 repeated measurements. Analysis of the composition of model salts showed that in the study of pure cystine 
salt CV(%) was 0,79%, calcium carbonate – 0,92%, sodium urate – 0,97%, calcium oxalate monohydrate – 4,94%, magnesium 
ammonium phosphate – 5,59%. And the most common components were analyzed in the composition of complex mixtures, including 
90%, 50% and 10% of the investigated component. Calcium oxalate monohydrate has CV(%) 5.70% in mixture 9 part of it to one 
part of impurities, in mixture 50/50 – 21.57% and in 10/90 – 5.70%. For uric acid in 90/10 – 2.20%, in 50/50 – 10.09%, in 10/90 – 
31.94%. For calcium carbonate in 90/10 – 9.02%, in 50/50 – 11.98%, in 10/90 – 24.70%. The dispersion analysis showed that the 
weighed portions of salts with a particle diameter of more than 0.8 mm provide reproducibility with a CV – 11.48%, with a diameter 
of 0.2–0.8 mm – 5.35%, and finally less than 0.1 mm – 2.28%.  The accuracy of the method is high, but the reproducibility of the IR-
spectroscopy method is relatively low in the analysis of stones of mixed composition, due to the greater error in the determination of 
impurities. Laboratories should pay special attention to optimizing sample preparation to ensure particle fineness less than 0.1 mm.
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Введение. Оценка состава мочевого конкремента 
является неотъемлемой частью в процессе выбора оп-
тимальной лечебной тактики и метафилактики мочека-
менной болезни (МКБ) [3, 4]. Мочевые конкременты 
являются результатом ряда обменных нарушений, среди 
которых главная роль принадлежит определенным мета-
болическим и физико-химическим факторам нарушения 
коллоидной устойчивости процесса мочеобразования, 
известным как факторы риска МКБ [1]. Эти факторы 
проявляют себя в виде нарушенной экскреции с мочой 
комплекса кристаллообразующих веществ и ионов, 
сдвигов рН мочи и низкого диуреза [2]. Как правило, 
около 95% состава мочевого конкремента представлено 
кристаллическим, а остальные 5% органическим компо-
нентом. Процессы образования камней в почках много-
образны, поскольку включают ряд последовательных 
процессов, в том числе кристаллизацию, рост кристал-
лов, агрегацию  и их адгезию к эпителиальным клеткам, 
а также кристаллическую инвазию через внеклеточ-
ный матрикс в почечный интерстиций. Некоторые кри-
сталлы после образования становятся более крупными 
вследствие роста либо путем агрегации [9]. В результате 
формируются конкременты смешанного типа. Точность 
анализа такого рода уролитов во многом определяется 
подготовкой образца перед тестированием. 

Среди методов анализа кристаллических составляю-
щих, такие, как порошковая рентгеновская дифракция, 
метод энергодисперсионного рентгеновского излучения, 
сканирующая электронная микроскопия [5], Раманов-
ская спектроскопия [6], ИК-спектроскопия Фурье и дру-
гие [7], Европейские клинические рекомендации отдают 
предпочтение ИК-спектроскопии Фурье или порошко-
вой рентгеновской дифракции [8]. За счет сравнитель-
ной простоты метода и скорости проведения исследо-
вания ИК-спектроскопия является методом выбора для 
клинической лабораторной диагностики.

Целью работы являлась валидация метода анализа 
состава конкремента с помощью инфракрасной (ИК) 
спектроскопии путем анализа модельных солей и их 
смесей.

Материал и методы. Для химического анализа 
уролитов мы использовали метод ИК-спектроскопии, 
основанный на явлении поглощения химическими ве-
ществами инфракрасного излучения с одновременным 
возбуждением колебаний молекул. В случае использо-
вания этого метода, пробоподготовкой является преоб-
разование конкремента в однородный мелкодисперсный 
порошок. Результаты получали с помощью системы для 
анализа почечных камней со специализированным про-

граммным обеспечением OPUS – ИК-Фурье спектроме-
тром ALPHA-P (СИ ДЕ.С.37.003.А №504481 Ростехре-
гулирования) производства Bruker (Германия). Анализа-
тор почечных камней ALPHA-P использует технологию 
нарушенного полного внутреннего отражения (НПВО), 
что позволяет измерить очень маленькие образцы, до-
статочно 1 мг вещества. При пропускании инфракрасно-
го излучения через вещество происходит возбуждение 
колебательных движений молекул или их отдельных 
фрагментов с дальнейшим считыванием поглощенного 
спектра и сопоставлением его с базой данных. Базой 
данных является обширная спектральная библиотека 
для идентификации почечных камней, содержащая бо-
лее 5000 образцов спектров. Библиотека связана напря-
мую с программным обеспечением OPUS, с помощью 
которой производился полный анализ конкремента.

В качестве образцов мы использовали чистые хими-
ческие вещества в виде кристаллических солей фирмы 
Sigma-Aldrich (США), входящие в состав почечных кам-
ней, представленные в табл.1. По химическому составу 
кристаллические соли и минеральные компоненты кон-
кремента являются одним и тем же веществом с разным 
номенклатурным наименованием.

Измерения проводили на образцах двух типов: наве-
ски солей анализировались аналогично монокомпонент-
ным конкрементам, а смеси солей в разных пропорциях 
использовались как модель смешанных конкрементов.

Модельные смеси, имитирующие уролиты были 
сформированы гравиметрическим методом в ФГУП 
«ВНИИ метрологии им. Д.М. Менделеева» в «отделе Го-
сударственных эталонов и научных исследований в об-
ласти органического и неорганического анализа» (рук. 
отдела д.х.н. А.И. Крылов), аккредитованном на соот-
ветствие требованиям ГОСТ РISO/IEC 17025-2019 «Об-
щие требования к компетентности испытательных и ка-
либровочных лабораторий» и ГОСТ ISO Guide34-2014» 
«Общие требования к компетентности изготовителей 
стандартных образцов».

Для оценки аналитических параметров метода ИК-
спектроскопии в анализе мочевых конкрементов были 
проанализированы результаты с точки зрения воспро-
изводимости метода. Воспроизводимость была вычис-
лена при измерении образцов солей полученных в 10 
повторяющихся измерениях, позволяющий рассчитать 
коэффициенту вариации метода (CV), а также оценить 
влияние интерферирующих субстанций.

Также мы проанализировали 5 конкрементов разного 
химического состава, полученных от пациентов с МКБ, 
и сравнили результаты одного и того же конкремента с 
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различной дисперсностью измельченных частиц между 
собой. С помощью агатовой ступки каждый образец от-
дельно измельчали и просеивали через лабораторное 
сито с размером ячейки 0,1 мм и 0,8 мм. Таким образом, 
мы получили по три части гомогенной смеси у каждо-
го образца с известным размером частиц конкремента и 
поочередно исследовали состав этих частей.

Все статистические расчеты проводились с исполь-
зованием программы Microsoft Excel. Оценку метода 
для анализа конкремента ИК-спектроскопией с помо-
щью модельных солей и их смесей проводили соглас-
но значениям, представленным в приказе Минздрава 
Российской Федерации от 26.05.2003 г. № 220 «Об ут-
верждении отраслевого стандарта «Правила проведения 
внутрилабораторного контроля качества количествен-
ных методов клинических лабораторных исследований 
с использованием контрольных материалов».

Результаты. Проводили анализ солей методом ИК-
спектроскопии. В табл. 2 и 3 представлены усредненные 
результаты 10 повторяющихся измерений по солям без 
примесей и смешанных солей.

При измерении химических веществ без приме-
сей в повторяющихся измерениях, мы получили рас-
хождения результатов по процентному составу, так 
в случае измерения оксалата кальция моногидрат от 
85% до 96%, а наиболее точный результат был полу-
чен при измерении цистина и карбоната кальция от 95 
до 97%. Стоит отметить, что в случае выявления каль-
цита в качестве примесей был обнаружен арагонит, по 
химической формуле являющийся тем же веществом, 
что и кальцит, однако отличающийся кристаллической 
решеткой, но для диагностики МКБ и разработки так-
тики лечения полученное расхождение не имеет драма-
тического значения.

В случае измерения моделей из смешанных солей 
в известной пропорции результаты отличались в зави-
симости от исходного размера кристаллических частиц 
каждой соли. Значения с наименьшим коэффициентом 
вариации были получены у смесей солей, характери-
зующиеся похожим размером кристаллов, так как при 
пробоподготовке, а именно измельчении смеси, гомоге-
низация проходила равномерно, что и давало наиболее 
точный результат. При смешивании солей с существен-
ными отличиями исходной дисперсности наблюдался 
различный разброс значений, так в случае смеси мо-
чевой кислоты и оксалат кальция моногидрата в про-
порции 90/10, был получен результат, мочевая кислота 
(85-90%) и дигидрат мочевой кислоты (10-15%). Таким 
образом, вевеллит в малых количествах в полученной 
смеси соли не был выявлен, это можно объяснить тем, 
что соли мочевой кислоты исходно обладают в значи-
тельной степени более мелкой дисперсностью относи-
тельно других солей.

То есть наблюдался больший коэффициент вариации 
в случае определения примесей в составах смесей солей 
по сравнению с коэффициентом вариации, при опреде-
лении основного компонента.

При анализе конкрементов, полученных от паци-
ентов с МКБ, использовали различную дисперсность 
измельченного уролита (табл. 4). В случае анализа сме-
сей с диаметром частиц меньше и равный 0,1 мм вы-
являлось наибольшее количество компонентов и при 
повторном исследовании результат получали с мини-
мальным расхождением. В случае измерения смесей 
с диаметром частиц от 0,2 мм до 0,8 мм результаты 
в большей степени отличались друг от друга при по-
вторном исследовании. Рассмотрев смеси с диаметром 
частиц от 0,8 мм и больше, мы получили результаты 

Т а б л и ц а  1
Наименования и формулы кристаллических солей

Наименование химических веществ Химическая формула соли Минеральный компонент конкремента

Oксалат кальция моногидрат (х.ч.) CaC2O4xH2O Вевеллит

Мочевая кислота (х.ч.) C5H4N4O3 Мочевая кислота безводная

Натриевая соль мочевой кислоты (х.ч.) NaC5H3N4O3 Урат натрия

Карбонат кальция (х.ч.) CaCO3 Кальцит

Гидроксиапатит (х.ч.) Ca5(PO4)3OH Карбонатапатит

Ортофосфат аммония магния гидрат (х.ч.) NH4MgPO4xH2O Струвит

Цистин (х.ч.) [SCH2CH(NH2)COOH]2 Цистин

П р и м е ч а н и е .  х.ч. – химически чистые реактивы (содержание основного компонента более 99,995-99,997 %).

Т а б л и ц а  2
Воспроизводимость  измерений чистых кристаллических солей 

Наименование коммерческой соли Результат исследования,  
n=10 (min-max%) Среднее значение, % SD CV, %

Оксалат кальция моногидрат (вевеллит) Вевеллит (85-96%) 93,8 4,60 4,94

Ортофосфат аммония магния гидрат (струвит) Струвит (80-95%) 89,5 5,50 5,59

Цистин Цистин (95-97%) 96,6 0,84 0,79

Натриевая соль мочевой кислоты (урат натрия) Урат натрия (90-92%) 90,6 0,97 0,97

Карбонат кальция (кальцит) Кальцит (95-97%) 95,6 0,97 0,92

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл.3: SD-стандартное отклонение, n – количество проводимых измерений.
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со значимыми расхождениями относительно исходно-
го состава. Также показатель «качество совпадений» в 
библиотеке спектров у таких образцов был ниже, чем 
у более мелкодисперсных смесей, что говорит о менее 
точном результате.

Обсуждение. Результаты, полученные с помощью 
метода ИК-спектроскопии доказывают, что данный ме-
тод является оптимальным для анализа состава конкре-
мента, так как программное обеспечение обращается к 
оригинальной спектральной библиотеке и на ее основе 
формирует результат исследования.  

Библиотеку спектров создавали, измеряя различные 
вещества в смесях, спрессованные с бромидом калия (в 
пропорции 0,5-2%) [10]. 

Однако сейчас используют прямое измерение ве-
ществ без смешивания с бромидом калия, поэтому дан-
ный метод нуждается в стандартизации и адаптации для 
клинического использования.

Для создания библиотеки спектров группа ученых из 
Франции проанализировала более 70 000 мочевых кон-
крементов в течение 10 лет. Идентификацию монове-
ществ проводили после анализа более 20 000 уролитов, 

Т а б л и ц а  3
 Воспроизводимость измерений основного компонента в составе модельной смешанной соли

Основной компо-
нент в составе смеси

Заданная пропорция солей  
в смеси

Результаты исследования, n=10 
(min-max%)

Среднее значение доли 
исследуемой соли,% SD CV, %

Оксалат кальция 
моногидрат

Оксалат кальция моногидрат 
(50%) и гидроксиапатит 

(50%)
Вевеллит (40-70%), карбонатапа-
тит (40-60%), ведделлит (10-15%) 56,0 13,29 21,57

Оксалат кальция моногидрат 
(90%) и гидроксиапатит 

(10%)
Вевеллит (70-80%), карбонатапа-

тит (10%), ведделлит (10-20%) 77,0 4,83 5,70

Оксалат кальция моногидрат 
(10%) и гидроксиапатит 

(90%)
Карбонатапатит (60-80%), вевел-
лит (10-20%), ведделлит (10-20%) 14,0 8,4 5,70

Мочевая кислота

Мочевая кислота (50%) и 
оксалат кальция моногидрат 

(50%)
Мочевая кислота (45%-60%), 

вевеллит (40-55%) 57,0 6,32 10,09

Мочевая кислота (90%) и 
оксалат кальция моногидрат 

(10%)
Мочевая кислота (85%-90%),  ди-
гидрат мочевой кислоты (10-15%) 86,0 2,12 2,20

Мочевая кислота (10%) и 
оксалат кальция моногидрат 

(90%)
Вевеллит (80-90%), мочевая кис-

лота (10%), ведделлит (10%) 9,0 3,16 31,94

Карбонат кальция 
(кальцит)

Кальцит (50%) и гидроксиа-
патит (50%)

Кальцит (45-50%), карбонатапа-
тит (50-55%) 48,0 6,32 11,98

Кальцит (90%) и гидроксиа-
патит (10%)

Кальцит (70-90%), карбонатапа-
тит (10-30%) 83,0 8,23 9,02

Кальцит (10%) и гидроксиа-
патит (90%)

Кальцит (30-50%), карбонатапа-
тит (50-70%) 38,0 10,33 24,70

Т а б л и ц а  4
 Результаты анализа исследуемого конкремента в зависимости от диаметра частиц конкремента

Состав исследуемого конкремента Состав конкремента с диаметром 
частиц ≥ 0,8 мм

Состав конкремента  
с диаметром частиц 0,2 -0,8 мм

Состав конкремента  
с диаметром частиц ≤ 0,1 мм

Струвит, брушит и вевеллит 
(70%/20%/10%)

Аморфный фосфат каль-
ция, струвит и урат аммония 

(40%/40%/20%)
Струвит, карбонатапатит и 

урат аммония (65%/30%/5%)
Струвит, брушит и вевеллит 

(70%/20%/10%)

Вевеллит, карбонатапатит
и октакальция фосфат пентагидрат 
(65%/25%/10%)

Вевеллит, карбонатапатит и белок 
(33%/33%/33%)

Октакальция фосфатпен-
тагидрат, карбонатапатит и 
вевеллит (40%/30%/30%)

Вевеллит, карбонатапатит и 
октакальция фосфат пента-

гидрат (60%/30%/10%)

Мочевая кислота безводная и диги-
драт мочевой кислоты (85%/15%)

Мочевая кислота безводная, урат 
аммония и белок (80%/10%/10%)

Мочевая кислота безводная и 
урат натрия (75%/25%)

Мочевая кислота безводная 
и дигидрат мочевой кисло-

ты (85%/15%)

Брушит, вевеллит и карбонатапатит 
(70%/20%/10%)

Карбонатапатит, вевеллит и урат 
аммония (70%/20%/10%)

Брушит, карбонатапатит и 
белок (75%/20%/5%)

Брушит, карбонатапатит и 
вевеллит (70%/20%/10%)

Струвит, карбонатапатит и вевел-
лит (70%/25%/5%)

Кальцит, карбонатапатит и 
аморфный фосфат кальция 

(33%/33%/33%)
Струвит, карбонатапатит и 
ньюберит (40%/30%/30%)

Струвит, карбоната-
патит и урат аммония 

(65%/25%/10%)
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некоторые химические вещества было затруднительно 
измерить, например, дигидрат мочевой кислоты и оксалат 
кальция тригидрат из-за своей термической нестабильно-
сти. После анализа 50 000 конкрементов были получены 
195 спектров смесей из двух компонентов и 286 спектров 
смесей из трех компонентов. Для создания библиотеки 
смесей из трех компонентов были подготовлены следу-
ющие пропорции: 33/33/33, 40/30/30, 40/40/20, 50/30/20, 
50/40/10, 60/20/20, 70/20/10 и 80/10/10 и следующие 
компоненты: оксалат кальция моногидрат, оксалат каль-
ция дигидрат, карбонатапатит, кальцит, брушит, струвит, 
витлокит, аморфный фосфат кальция, октакальция фос-
фат пентагидрат, мочевая кислота безводная, дигидрат 
мочевой кислоты, урат аммония, урат натрия, цистин, 
протеины, триглицериды и опал. Окончательная версия 
библиотеки смесей содержит 1059 и 4565 оцифрованных 
спектров для смесей из двух и трех компонентов, соответ-
ственно [10]. Полученная расширенная библиотека спек-
тров позволяет выявлять в том числе минорные компо-
ненты, содержащиеся в незначительной доле, что имеет 
большое значение в понимании различий биохимических 
нарушений или клинических патологий в каждом случае.

Долгое время для анализа конкремента было принято 
использовать различные методики, включая рентгенофазо-
вый анализ [11,12], однако последние годы, лидирующие 
позиции стал занимать метод ИК-спектроскопии. Для вы-
полнения исследования данным методом требуется малое 
количество исследуемого вещества, что позволяет прово-
дить анализ конкремента даже при самом незначительном 
содержании образца. Так, исследование, проведенное в 
2018 г. группой ученых из Пакистанского университета 
показало, что при сравнении химического метода с ИК-
спектроскопией для анализа состава уролитов в популя-
ции, более информативные результаты были получены ме-
тодом ИК-спектроскопии.  В данном исследовании было 
проанализировано более 400 конкрементов, расхождения 
были получены по 77 конкрементам, при этом более ши-
рокий спектр компонентов каждого уролита выявили с по-
мощью метода ИК-спектроскопии [13].

На первом этапе исследования мы измеряли чи-
стые соли без примесей, затем смешивали их в разных 
пропорциях, согласно возможному составу различных 
смешанных уролитов. Исследовалось содержание це-
левого компонента, под которым понимали наибо-
лее часто встречающиеся на практике компоненты, а 
именно: оксалат кальция, мочевую кислоту и карбо-
нат кальция. 

Для качественного анализа конкремента не менее 
важен этап пробоподготовки, который состоит в том, 
чтобы преобразовать мочевой камень в гомогенный 
порошок, для выявления максимального количества 
химических веществ в образце. После измельчения 
конкремента мы рекомендуем использовать лабора-
торное сито с диаметром ячейки 0,1 мм. Процедура 
пробоподготовки имеет большое значение, так как 
мочевые камни часто являются неоднородными по 
структуре, это обусловлено характерным эпитакси-
альным ростом конкремента, когда происходит фор-
мирование одного слоя кристалла поверх слоя друго-
го [14]. В таких случаях можно наблюдать различные 
минеральные компоненты на разломах конкремен-
тов. Кроме того, в случае многослойных материалов 
спектрально анализируется только первый слой, вви-
ду особенностей анализа, производимого прибором 
ALPHA-P. Все указанные выше факты в совокупности 

говорят о том, что особенно важно исследуемый кон-
кремент растирать до мельчайших частиц, аккуратно 
перемешивать и затем полученный порошок иссле-
довать методом ИК-спектроскопии. Таким образом, 
валидация метода требует стандартизации пробопод-
готовки и преаналитического этапа, что позволит по-
лучать достоверный результат. 

Воспроизводимость метода ИК-спектроскопии зави-
сит от дисперсности обследуемого образца и его доли в 
случае измерения смесей. Для минорных компонентов в 
смесях коэффициент вариации в основном варьировался 
от 2,20% до 11,98% и не превышал 31,94%.

Соответственно, современные методы анализа хими-
ческого состава конкремента позволяют получить более 
точный результат, который оказывает большое влияние 
на выбор дальнейшего лечения пациентов с МКБ.

Выводы:
Метод обладает высокой воспроизводимостью при 

измерении чистых солей.
В смешанных солях «мажорный» компонент, состав-

ляющий половину и более состава конкремента,  опре-
деляется с минимальным коэффициентом вариации, од-
нако, по мере снижения доли компонента его значение 
увеличивается.
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