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В работе представлены результаты создания и оценки диагностических характеристик иммунохроматографической 
тест-системы для выявления скрытой крови (гемоглобина) в кале. Тест был апробирован на образцах, не содержащих 
гемоглобин, и на модельных пробах, сенсибилизированных стандартизированным препаратом гемоглобина в различных 
концентрациях. Разработанная тест-система обеспечила выявление гемоглобина в концентрации выше 5 мкг/г кала в 
97,6% случаев, специфичность анализа составила 100%. Иммунохроматографический FOB-тест может быть исполь-
зован для экспрессного исследования при первичном скрининге колоректального рака. 
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The developing and evaluating results of the diagnostic characteristics of an immunochromatographic test for the detection of fe-
cal occult blood (hemoglobin) were presents in the article. The test was approved samples without hemoglobin and model samples 
containing of standardized preparation of hemoglobin in various concentrations. The developed test system identified hemoglobin 
in concentrations higher 5 μg / g feces in 97.6% cases, the specificity of the analysis was 100%. The immunochromatographic 
FOB-test can be used for rapid analysis in the primary screening of colorectal cancer.
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Введение. Лабораторные исследования являются не-
отъемлемой частью диагностики физиологических и 
патологических состояний организма человека, методы 
лабораторной диагностики позволяют поставить диа-
гноз на ранней стадии заболевания и объективно оцени-
вать эффективность проводимого лечения [1-6]. 

Ежегодное возрастание числа случаев онкозаболева-
ний регистрируется как в России, так и во всём мире [7, 
8]. По последним данным Росстата в перечне диагно-
стированных видов злокачественных опухолей колорек-
тальный тип рака (КРР) занимает третье место по рас-
пространённости после новообразований кожи (кроме 
меланомы) и молочной железы [8]. Аналогичная ситуа-
ция по заболеваемости КРР наблюдается во всём мире 
[9]. В ряде стран в последние десятилетия отмечается 
сокращение числа случаев КРР (США, Новая Зеландия, 
Франция), в других – сохранение неизменных показате-

лей заболеваемости (Канада, Австралия) или же возрас-
тание случаев КРР (страны Латинской Америки, Азии, 
Восточной Европы) [7, 10-12]. Существующие различия 
в тенденции заболеваемости КРР у населения разных 
стран связывают с влиянием факторов риска (пассивный 
образ жизни, курение, чрезмерное употребление живот-
ного жира). Несмотря на увеличение числа пациентов с 
диагнозом КРР в некоторых странах, в мире регистриру-
ется снижение показателей смертности от данной пато-
логии (прежде всего, от рака прямой кишки) [10, 13], что 
объясняется введением скрининговых программ обсле-
дования [14-16] и, как следствие, успешным диагности-
рованием КРР на ранних стадиях и своевременностью 
удаления новообразований. Скрининг КРР проводится 
во многих странах, однако рекомендации, связанные с 
частотой и алгоритмом обследования, а также возрастом 
пациентов, подлежащих скринингу, значительно варьи-
руют [17-19]. 

В последние годы отмечается увеличение числа слу-
чаев КРР среди лиц моложе 50 лет [20,21], для которых 
массовые обследования в настоящее время не проводят-
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ся. В связи с этим, Американское онкологическое обще-
ство и ряд европейских специалистов вносят изменения 
в руководства по скринингу КРР. Предусматривается  
организация обследований для лиц со средним уровнем 
риска, начиная с 45 лет в США [22] и с 50 лет – в Англии 
и Уэльсе [23,24]. 

Несмотря на несомненную успешность применения 
скрининговых программ для снижения смертности от 
ККР, используемые методы для выделения группы ри-
ска и подтверждения первичного диагноза не являются 
универсальными.  Наиболее распространено выявле-
ние скрытой крови (FOB) на первом этапе скрининга и 
инструментальное обследование – при положительном 
ответе FOB-теста [25,26]. Определение скрытой крови 
основано на способности тонких капилляров полипоз-
ных новообразований повреждаться и кровоточить при 
прохождении каловых масс через просвет кишки. В тон-
ком и толстом отделах кишечника кровь подвергается 
воздействию ферментов и теряет окраску, вследствие 
чего она может быть визуально незаметна в составе 
фекальных масс. Определение гемоглобина в кале не 
является специфичным маркером для КРР, поскольку 
выделение крови может наблюдаться при наличии вос-
палительных заболеваний ЖКТ. В то же время FOB-тест 
обладает высоким прогностическим значением при па-
тологиях нижних отделов ЖКТ: у 20-40% лиц с поло-
жительным результатом анализа на скрытую кровь об-
наруживаются аденоматозные полипы, у 0,5-5% - КРР 
[27]. Своевременное выявление аденом по результатам 
скрининга обеспечивает их удаление до начала процесса 
малигнизации.

Определение скрытой  крови проводится биохимиче-
скими (гваяковая, бензидиновая проба) и иммунохими-
ческими методами (агглютинация латекса, иммунохро-
матографический (ИХА) и иммуноферментный анализ). 
Чувствительность биохимических методов на основе 
пероксидазной активности гема в составе гемоглобина 
не превышает 70%, а при ранних формах КРР – 5-10% 
[1, 28]. Возможные неспецифические реакции связаны 
с несоблюдением диеты, исключающей приём препара-
тов с железом или аскорбиновой кислотой, а также упо-
требление продуктов, содержащих пероксидазные фер-
менты [29].  Иммунохимические тесты, основанные на 
использовании антител к гемоглобину человека, широко 
применяются в скрининговых программах и анонимных 
обследованиях (ИХА) за рубежом [17, 19, 24]. В РФ скри-
нинг на КРР проводится в рамках диспансеризации на-
селения и утверждён приказом №869н, предусматрива-
ющим регулярное обследование кала на скрытую кровь 
иммунохимическим методом для граждан в возрасте от 
49 до 73 лет один раз в 2 года1. Применение иммунохи-
мических тестов в скрининге КРР связано с их высокой 
чувствительностью (79%) и специфичностью (94%), 
показанной во многих исследованиях [30]. Необходимо 
отметить, что разные авторы приводят различные диа-
гностические показатели для FOB-теста. Это связано 
с кратностью процедур анализа и пороговым уровнем, 
установленным для конкретного набора реагентов (от 2 
до 200 мкг гемоглобина на г пробы) [31].

Обследование больших групп населения, расшире-
ние скрининговых программ и экономическая состав-

ляющая их осуществления диктуют необходимость ис-
пользования доступных, неинвазивных и экспрессных 
методов анализа. Данным требованиям в полной мере 
отвечают иммунохроматографические тесты, позволяю-
щие проводить исследование как в лаборатории, так и в 
домашних условиях. Основное их назначение – выделе-
ние группы риска с положительным результатом FOB-
теста для дальнейшего обследования инструментальны-
ми методами.

В связи с вышесказанным целью нашей работы явля-
лась разработка высокочувствительной иммунохромато-
графической тест-системы для выявления гемоглобина 
в образцах кала.

Материал и методы. В работе использовались мы-
шиные моноклональные антитела к гемоглобину чело-
века (Medix, Финляндия), иммуноглобулины класса G 
кролика, козьи антитела к иммуноглобулинам кролика 
(ООО «Имтек», Россия). В качестве контрольного ма-
териала для оценки аналитической чувствительности 
теста применяли лиофилизированный гемоглобин чело-
века (Level 1 ClinChek, Recipe, Германия). 

Коллоидное золото  готовили из 1% раствора золо-
тохлористоводородной кислоты (Sigma-Aldrich, США) 
с добавлением 2% раствора цитрата натрия при кипя-
чении и постоянном перемешивании. Получение частиц 
коллоидного золота (НЧ-КЗ) размером 20нм контроли-
ровали с помощью спектрофотометра (D520=1). 

Приготовление конъюгатов коллоидного золота с 
антивидовыми иммуноглобулинами и антителами к 
гемоглобину человека включало проведение диализа 
антител, определение оптимальных условий для иммо-
билизации специфических реагентов на НЧ-КЗ, инкуба-
цию компонентов, блокировку 10% раствором бычьего 
сывороточного альбумина (БСА), очистку конъюгатов 
от несвязавшегося белка и измерение оптической плот-
ности готовых конъюгатов на спектрофотометре. 

Смесь конъюгатов наносили на предварительно под-
готовленную стекловолоконную мембрану (PT-R7 AMD, 
Индия) в объёме 27 мкл на 1 см мембраны. Аналитиче-
скую зону формировали путём нанесения контрольной 
(1 мг/мл козьих антител к IgG кролика в 0,02М PBS, 
рН-7,4) и тестовой (1 мг/мл мышиных антител к гемо-
глобину человека в 0,02М PBS, рН-7,4) линий. Антитела 
наносили в виде линий на нитроцеллюлозную мембра-
ну CN140 (Sartorius, Германия) с помощью диспенсера 
HGS-510 (Autokun, Китай) в объёме 2 мкл/см. Мембра-
ны с иммунореагентами сушили при комнатной темпе-
ратуре и влажности не более 30% в течение 24 часов, 
после чего их последовательно наклеивали на подложку 
из поливинилхлорида. Готовый композит нарезали на 
полоски шириной 4 мм, упаковывали каждую полоску 
(тест) в пластиковый катридж (тест-кассету) с двумя от-
верстиями: для внесения исследуемой пробы и окошком 
с аналитической зоной. Готовые тесты хранили в запа-
янных фольгированных пакетах с влагопоглотителем 
при комнатной температуре.

С помощью иммунохроматографических тестов, по-
лученных нами, оценивали качественную реакцию на 
наличие гемоглобина человека в образцах кала, собран-
ных с согласия обследуемых (n=50). Исходя из данных 
анамнеза и возраста лиц, предоставивших образцы для 
исследования (25-40 лет), предполагалось отсутствие 
патологий нижних отделов ЖКТ у обследуемых, в связи 
с чем из данных проб была сформирована контрольная 
группа.

1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 26 октября 2017 г. 
№ 869н “Об утверждении порядка проведения диспансеризации 
определенных групп взрослого населения”.
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 В качестве положительного контроля для оценки 
динамического диапазона выявляемых концентраций 
гемоглобина и чувствительности теста использовали 
стандартизированный гемоглобин человека (ClinChek, 
Recipe, Германия). Препарат разводили в буферном рас-
творе (0,05М трис-буфер, рН-7,2 с 0,1% БСА и 0,1% ази-
да натрия) от 700.000 до 10 нг/мл. 

Образцы кала собирали в чистый сухой контейнер, 
не содержащий консервантов. С помощью аппликатора с 
резьбой забирали 20-30 мг кала из трёх разных локаций 
образца. Аппликатор погружали в одноразовый флакон-
капельницу с 2 мл буферного раствора (0,05М трис-
буфер, рН-7,2) и встряхивали до растворения материала. 
Аналогично готовили образцы положительного контро-
ля, содержащие гемоглобин в выбранных концентраци-
ях. Положительный контроль исследовали в буферном 
растворе, а также в составе проб кала, не содержащих 
нативный гемоглобин и предварительно искусственно 
контаминированных стандартизированным препаратом.  
Каждую пробу исследовали как минимум в двух повто-
рах. Подготовленные для анализа образцы хранили во 
флаконах-капельницах при 2-8оС не более суток.

Иммунохроматографический анализ проводили 
при комнатной температуре. Отломив кончик колпачка 
флакона-капельницы, вносили в отверстие тест-кассеты, 
предназначенное для образца, 2 капли (80 мкл) пробы, 
приготовленной описанным выше способом. Для каж-
дого образца использовали отдельную тест-кассету. Ре-
зультат анализа визуально контролировали через 5-10 
мин и не позднее 15 мин после внесения пробы. Поло-
жительным считался результат исследования с образо-
ванием двух различимых полос розового или красного 
цвета в контрольной и тестовой зонах. Отрицательный 
результат анализа фиксировали при появлении одной 

окрашенной полосы в области контрольной зоны. В 
случае отсутствия окрашивания полосы в зоне контроля 
результат анализа считался недействительным, и тре-
бовалось повторное исследование пробы. При положи-
тельном результате анализа образцу присваивали значе-
ния от 1 до 5 условных единиц в зависимости от степени 
интенсивности окрашивания (рис. 1, см.обложку). 

Результаты. В процессе создания иммунохрома-
тографической тест-системы для выявления скрытой 
крови в кале были подобраны оптимальные условия для 
получения конъюгатов антител с коллоидным золотом, 
состав буферных растворов и концентрации иммуно-
реагентов для достижения необходимых характери-
стик тест-системы. Наиболее значимыми показателями 
представляются экспрессность анализа, специфичность 
и аналитическая чувствительность (порог детекции) 
теста. Время исследования зависит от быстроты про-
хождения латерального потока и скорости образования 
иммунных комплексов в аналитических зонах. В свою 
очередь время протекания жидкости напрямую связано 
с размером и количеством пор в нитроцеллюлозной мем-
бране и составом раствором, обеспечивающих смачива-
емость мембран, растворение конъюгата и блокировку 
неспецифических взаимодействий. За счёт сочетания 
компонентов тест-системы (тип мембраны, буферные 
растворы, концентрация антител в аналитических зонах 
и оптическая плотность конъюгатов), подобранных в 
серии предварительных опытов, удалось достичь полу-
чения результатов анализа через 5-10 минут после вне-
сения пробы.

Аналитическая чувствительность прежде всего свя-
зана с качеством специфических компонентов теста, в 
данном случае – с выбором моноклональных антител к 
гемоглобину, а также созданием оптимальных условий 

Рис. 2. Результаты определения гемоглобина в различных концентрациях в модельных пробах на основе буферного раствора 
или кала (указано стандартное отклонение).
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для формирования «сэндвич»-комплекса в тестовой зо-
не. Специфичность анализа обеспечивалась использова-
нием антител, специфичных к гемоглобину человека. 

Результаты исследования образцов, содержащих ге-
моглобин в различных концентрациях (n=108), пред-
ставлены на рис. 2. Продемонстрирована типичная за-
висимость изменения степени окрашивания от концен-
трации гемоглобина в образце с выходом на «плато» при 
5000–50 000 нг/мл и дальнейшим снижением яркости 
тестовой линии.

Половина исследуемых проб была приготовлена на 
основе буферного раствора для разведения образцов, 
вторая часть – из искусственно контаминированных ге-
моглобином проб кала. В первой группе положительный 
результат анализа получили в 97,8% (n=44) случаев для 
проб, содержащих гемоглобин в концентрации 0,05– 
700 мкг/мл; во второй группе – в 93,3% (n=42) для тех же 
образцов. В первой группе отрицательный результат был 
получен для одной пробы с концентрацией гемоглобина  
50 нг/мл, во второй группе – для трёх проб с концентра-
цией гемоглобина 700 мкг/мл. При снижении верхней 
границы до 500 000 нг/мл чувствительность анализа для 
проб второй группы составила 97,6%. На основании по-
лученных результатов был определён динамический диа-
пазон выявляемых значений гемоглобина с помощью имму-
нохроматографического теста в пределах 50–500 000 нг/мл. 

Все пробы, содержащие гемоглобин в концентрации 
ниже 50 нг/мл (n=18) в обеих группах, были определены 
как отрицательные. Интерферирующие вещества в со-
ставе кала не оказывали влияния на чувствительность 
анализа. Таким образом, аналитическая чувствитель-
ность выявления гемоглобина составила 50 нг/мл.

При исследовании образцов контрольной группы 
(n=50) положительных результатов анализа зафиксиро-
вано не было.

Обсуждение. Скрининг ранних форм КРР и сопря-
женных с высоким риском малигнизации ворсинчатых 
аденоматозных полипов широко распространен в миро-
вой практике. Первичное обследование может осущест-
вляться различными способами, включая как инструмен-
тальные методы, так и определение маркёров опухоли 
[32]. При этом наилучшие результаты продемонстри-
ровал подход, сочетающий применение нескольких ме-
тодов [1,33]. Среди быстрых и неинвазивных способов 
обследования на КРР ведущим является анализ, направ-
ленный на выявление скрытой крови в кале. Использо-
вание FOB-теста обеспечивает проведение экономиче-
ски эффективного скрининга, охватывающего широкий 

круг обследуемых. Недостатки тестов, основанных на 
псевдопероксидазной активности гема (низкая чувстви-
тельность, ложноположительные результаты анализа, 
канцерогенные свойства компонентов и пр.), приводят к 
необходимости использования альтернативных иммуно-
химических методов скрининга.

Иммунохроматографический FOB-тест продемон-
стрировал соответствие требованиям, предъявляемым к 
первичному звену скрининга (см.таблицу), обеспечивая 
экспрессное выявление гемоглобина в образцах кала от 
50 нг/мл (5-6 мкг гемоглобина в 1 г кала). 

 Высокая специфичность теста предполагает отсут-
ствие гипердиагностики и, соответственно, сокращение 
количества подтверждающих обследований. Возмож-
ность бесприборного учёта результатов анализа позво-
ляет проводить исследование вне специализированной 
лаборатории. 

Заключение. Разработанная тест-система «ИХА-
Скрытая кровь» может применяться в целях первичного 
скрининга КРР при соблюдении рекомендаций произво-
дителя по процедуре забора материала для исследова-
ния, проведению и регистрации результатов анализа, а 
также при обязательном учёте ограничений метода.
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97,6
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П р и м е ч а н и е : * - на модельных образцах.
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Рис. 2. Результаты исследования образцов в ре-
акции непрямой иммунофлюоресценции (РИФ).

Рис. 1. Babesia divergens. Полиморфизм паразитов. Тонкий мазок крови, окрашенный по методу Романовского (x1000): 
а – 1-трофозоиты грушевидной формы (пириформы); 2- делящиеся трофозоиты «фигура 8»; 3 – тетрада паразитов «Мальтийский Крест»; б – оди-
ночные и парные формы паразитов; мелкие кольцевидные формы; крупная кольцевидная форма с прозрачной вакуолью; в – безвакуольные формы; 
г – амебовидные трофозоиты; д – делящиеся трофозоиты, образующие тетраду; множественная инвазия в 2-х эритроцитах по 8 трофозоитов с хао-
тичным расположением; 2 кольцевидных трофозоита; е – делящиеся кольцевидные трофозоиты; ж – тетрада паразитов «Мальтийский Крест»; з – 8 
трофозоитов, расположенных хаотично, 2 кольцевидных трофозоита. 

Рис. 2. Babesia divergens. Тонкий мазок крови, окрашенный по методу Романовского (x1000). 
а – множественная инвазия – 14 трофозоитов в эритроците; б – расположение паразитов по периферии эритроцита; в – хаотичное расположение пара-
зитов при множественной инвазии эритроцита; грушевидные трофозоиты; делящиеся трофозоиты – «фигура 8»; г – деление паразитов на 6 трофозои-
тов, соединенных в «секстет»; д – мерозоиты, вышедшие из эритроцита; е – 2 трофозоита, прилегающие к ядру нормобласта. 

Положительный результат РИФ

Отрицательный результат РИФ

Рис. 1. Интенсивность окрашивания образцов, содержащих гемоглобин 
(от 5 до 1 усл.ед.).

Рис. 3. Тонкий мазок крови, окрашенный по методу Романовского (x1000). 
Babesia divergens. а – кольцевидный трофозоит; б – 2 пириформы, 4 кольцевидных трофозоита; в – вытянутая безвакуольная форма; г – атипичная 
форма трофозоитов Plasmodium falciparum, в цитоплазме хорошо различим малярийный пигмент; д – трофозоиты B. divergens в толстой капле;  
е – многочисленные кольцевидные трофозоиты P. falciparum в толстой капле, 1 – шизонт с малярийным пигментом, 2 – сегментоядерный нейтрофил 
(пигментофаг) с фагоцитированным малярийным пигментом в цитоплазме. 


