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В работе представлены результаты создания и апробации иммунохроматографической тест-системы для качествен-
ного определения D-димера. Оценка теста проводилась на образцах плазмы крови в сравнении с количественным имму-
ноферментным анализом (ИФА). Разработанная тест-система обеспечивала совпадение результатов с ИФА в 87,1% и в 
100% случаев  - для образцов с повышенной (более 400 нг/мл ФЭЕ) и нормальной концентрацией D-димера соответствен-
но. Иммунохроматографический тест для определения D-димера может быть включен в диагностическую стратегию 
как исключающий тест после оценки клинической вероятности венозных тромбоэмболий. 
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The developing and the testing results of an immunochromatographic test for the D-dimer qualitative determination were presents 
in the article. The test was approved blood plasma samples in comparison with a quantitative enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). The results of assay with developed test were the same with ELISA results for 87,1% and 100% for samples with 
increased (more than 400 ng/ml FEU) and normal concentration of D-dimer, respectively. The immunochromatographic test for 
determination of D-dimer can be included in the diagnostic strategy as a cut test after the assessment of venous thromboembolism 
risk.
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Введение. Венозная тромбоэмболия (ВТЭ), к которой 
относят тромбоз глубоких вен и тромбоэмболию легоч-
ных артерий остается важнейшей проблемой клиниче-
ской медицины, что обусловлено чрезвычайно высоким 
риском для здоровья и жизни пациентов [1,6,8,13]. До 
34% смертей, связанных с ВТЭ, наступают в связи с вне-
запной тромбоэмболией, более половины этих случаев 
диагностируются посмертно [2,9]. Среди наиболее зна-

чимых факторов риска развития ВТЭ выделяют хирур-
гическое вмешательство, травмы, длительную иммоби-
лизацию, беременность, пожилой и старческий возраст, 
онкологию различной локализации [7,14]. 

В связи с вышесказанным своевременная диагности-
ка ВТЭ приобретает первостепенное значение [5,12]. 
Отсутствие патогномичных симптомов ВТЭ обусловли-
вает необходимость инструментальной диагностики, так 
же как и для исследования спинномозговой жидкости 
[3]. Однако недоступность такой диагностики в услови-
ях неотложных состояний и в каждодневной практике, а 
также частота получаемых отрицательных результатов 
являются причиной использования тестов для обнару-
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жения маркеров тромбообразования, наиболее ценным 
из которых является D-димер [2]. D-димеры - продукты 
распада фибринового сгустка и неотъемлемый показа-
тель прошедшей активации системы коагуляционного 
гемостаза, а их высокая концентрация в крови – не-
пременное следствие тромботического состояния [10]. 
Определение D-димеров считается необходимым зве-
ном диагностики венозной тромбоэмболии и включает-
ся в валидированный диагностический алгоритм после 
оценки клинической претестовой вероятности развития 
ВТЭ [1,10]. 

D-димер не является высокоспецифичным марке-
ром, поэтому обнаружение его в повышенных концен-
трациях должно подтверждаться инструментальными 
методами диагностики. Однако высокая чувствитель-
ность D-димера (95-98%) определяет его важнейшее от-
рицательное предиктивное значение, позволяющее ис-
ключить тромбозы любой локализации при выявлении 
D-димера ниже порогового уровня [11,12].

Концентрацию D-димера определяют различными 
методами, и результаты, полученные с помощью них, 
могут отличаться. Это связано с различной эпитопной 
специфичностью антител, использующихся в тестах, 
отсутствием единого калибратора и международного 
стандарта, возможностью использования двух единиц 
измерения D-димера [10]. Наиболее широко применяе-
мой является фибриноген-эквивалентная единица (FEU, 
ФЭЕ), когда калибратором являются продукты деграда-
ции фибрина. Если в качестве калибратора используют 
очищенный D-димер, то результаты измеряются в еди-
ницах D-димера (DDU, ДДЕ). В зависимости от выбран-
ного калибратора и по результатам апробации метода на 
клиническом материале каждый производитель устанав-
ливает свой уровень порогового значения [12].

В лабораторной диагностике D-димера успешно при-
меняются экспрессные и недорогие методы, способные 
с высокой точностью исключить ВТЭ во внебольничных 
условиях, не требующие специализированного оборудо-
вания. В связи с этим целью нашей работы являлась раз-
работка иммунохроматографического теста для опреде-
ления D-димера в образцах плазмы крови человека и 
оценка возможности его применения в сравнении с им-
муноферментным анализом (ИФА). 

Материал и методы. Иммунохроматографический 
анализ. В работе использовались мышиные монокло-
нальные антитела к D-димеру человека (ООО «Биа-
лекса», Москва) для тестовой зоны и козьи антитела к 
IgG мыши («Имтек», Москва)  для зоны контроля. В 
качестве калибратора для предварительного подбора 
концентраций антител в контрольной и тестовой линий 
с целью достижения необходимой чувствительности 
теста (400 нг/мл ФЭЕ) использовали рекомбинантный 
антиген D-димера (ООО «Биалекса») c известной кон-
центрацией. 

Изготовление иммунохроматографических тестов 
проводилось, как было описано ранее [4].  

Исследуемые образцы. С помощью полученных те-
стов были исследованы образцы плазмы пациентов в 
возрасте старше 60 лет, пребывающих в различных ЛПУ 
Люберецкого района (n= 622). Все образцы были разде-
лены на 3 группы: 

I группа: 60-70 лет (n=73); II группа: 71-80 лет 
(n=257);III группа: 81-100 лет (n=292).

Иммунохроматографический анализ (ИХА) проводи-
ли при комнатной температуре. В отверстие тест-кассеты 

для образца вносили 1 каплю (40 мкл) пробы и 1 каплю 
буферного раствора (0,05М трисовый буфер (рН=7,2) с 
0,1% БСА). Для каждого образца использовали отдель-
ную тест-кассету. Результат анализа визуально контро-
лировали через 10 мин после внесения пробы. Нижний 
предел визуального определения составлял 400 нг/мл 
ФЭЕ D-димера.  Положительным (наличие D-димера 
выше уровня 400 нг/мл ФЭЕ) считался результат иссле-
дования с образованием двух различимых полос розово-
го или красного цвета в контрольной и тестовой зонах. 
Отрицательный результат анализа (наличие D-димера 
ниже уровня 400 нг/мл ФЭЕ)  фиксировали при появле-
нии одной окрашенной полосы в области контрольной 
зоны. В случае отсутствия окрашивания полосы в зоне 
контроля результат анализа считался недействительным, 
и проводилось повторное исследование пробы. При по-
ложительном результате анализа образцу присваивали 
значения от «1+» до «3+» в зависимости от степени ин-
тенсивности окрашивания, где «1+» - слабое окрашива-
ние тестовой линии; «3+» максимальное окрашивание, 
по интенсивности равное таковому в контрольной зоне. 

Иммуноферментная тест-система. Для опреде-
ления концентрации D-димера в исследуемых пробах 
плазмы крови пациентов использовалась иммунофер-
ментная тест-система «D-димер-ИФА-БЕСТ» (ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск). В основе метода лежит 
одностадийный «сэндвич» вариант твердофазного ИФА. 
Минимальная определяемая набором концентрация 
D-димера - 10 нг/мл. В тест-системе «D-димер-ИФА-
БЕСТ» используются калибраторы на основе очищен-
ного D-димера, поэтому получаемые с помощью набора 
значения концентрации производитель предлагает оце-
нивать в единицах D-димера (DDU). Интерпретацию 
результатов анализа производитель предлагает прово-
дить самостоятельно, учитывая, что при определении 
D-димера с помощью данного набора реагентов его кон-
центрация в плазме 80% здоровых доноров находилась 
в диапазоне 0-250 нг/мл DDU и у 97% здоровых доноров 
- в диапазоне 0-285 нг/мл DDU.

На основании инструкции производителя пробы с 
концентрацией D-димера более 285 нг/мл DDU отно-
сили к положительным (концентрация D-димера выше 
нормы), пробы с концентрацией менее 250 нг/мл DDU 
– к отрицательным (концентрация D-димера не повы-
шена). Образцы с концентрацией D-димера в диапазоне 
250-285 нг/мл DDU расценивались как неопределенные. 
Анализ проб проводили согласно инструкции произво-
дителя.

Результаты. В иммуноферментной тест-системе 
«D-димер-ИФА-БЕСТ» было исследовано 622 образца 
плазмы крови людей старше 60 лет, разделенных на 3 
группы. Более половины всех положительных результа-
тов (52,4%) приходилось на пробы III группы. С увели-
чением возраста испытуемых возрастала доля образцов 
с содержанием D-димера выше 285 нг/мл (положитель-
ные): 43,8%, 78,2%, 82,5% в каждой группе соответ-
ственно (табл. 1). 

В массиве положительных образцов с увеличением 
возраста пациентов наблюдалась также тенденция к воз-
растанию числа образцов и с наиболее высокими зна-
чениями концентрации D-димера (от 1000 нг/мл DDU и 
выше). Так, в первой возрастной группе такие пробы со-
ставили 21,9 % от общего числа положительных резуль-
татов в пределах группы, во второй - 42,5%, а в третьей 
- 64,7% (рис.1). 
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Полученные нами результаты  полностью согласуют-
ся с литературными данными и подтверждают возраст-
ное увеличение концентрации D-димера в крови [1, 2, 
5, 6].

Образцы, охарактеризованные в ИФА были в даль-
нейшем исследованы в разработанной иммунохромато-
графической тест-системе «ИХА-Д-димер». В связи с 
отличным от ИФА пороговым уровнем (400 нг/мл ФЭЕ), 
а также с целью установления корреляции между кон-
центрацией D-димера и интенсивностью окрашивания в 
ИХА, было выделено 4 группы проб с разным содержа-
нием D-димера. Первую группу составили отрицатель-
ные образцы (с концентрацией D-димера менее 200 нг/мл 
DDU (n= 98), вторая, третья и четвёртая группы содержа-
ли пробы с концентрацией D-димера в диапазонах 200-
1000 нг/мл DDU (n=281); 1000-3000 нг/мл DDU (n=112) и 
более 3000 нг/мл DDU (n=131) соответственно (табл. 2).

При исследовании образцов плазмы первой (n=98) и 

четвёртой группы (n=131) результаты двух методов пол-
ностью совпадали. Из третьей группы три пробы (2,7%) 
оказались отрицательными в ИХА. При исследовании об-
разцов второй группы наблюдалось значительное совпа-
дение результатов в ИФА и ИХА (72,6%). Для остальных 
образцов этой группы (n=77) результаты ИХА были от-
рицательными. Среди проб, для которых были получены 
дискордантные результаты, большая часть (87,0%) содер-
жала D-димер в диапазоне от 200 до 280 нг/мл DDU. Дан-
ный интервал является пограничным при дифференциа-
ции повышенных и нормальных значений концентрации 
D-димера. Получение различных результатов для проб с 
«пограничным» уровнем D-димера в двух методах может 
объясняться разницей в единицах измерения D-димера, 
их пересчёте и в калибраторах, используемых для уста-
новления порогового уровня.

Для оценки возможной связи между концентрацией 
D-димера и степенью окрашивания тестовой полосы в 

Т а б л и ц а  1
Результаты исследования образцов плазмы крови в иммуноферментной тест-системе «D-димер-ИФА-БЕСТ» (n=622)

Возрастные группы Отрицательные  
(менее 250 нг/мл DDU)

Неопределенные  
(250-285 нг/мл DDU)

Положительные  
(более 285 нг/мл DDU)

I (n=73) 37 (50,7%) 4 (5,5%) 32 (43,8%)
II (n=257) 57 (22,2%) 13 (5,0%) 187 (72,8%)
III (n=292) 42 (14,4%) 9 (3,1%) 241 (82,5%)
Итого (n=622) 136 (21,9%) 26 (4,2%) 460 (73,9%)

Т а б л и ц а  2 
Результаты исследования проб  в ИФА и ИХА (n=622)

№ группы Концентрация D-димера Количество образцов
в нг/мл DDU в нг/мл ФЭЕ* в ИФА в ИХА (совпадающие с ИФА)

1 <200 нг/мл DDU < 400 нг/мл ФЭЕ 98 98 (100%)
2 200-1000 нг/мл DDU 400-2000 нг/мл ФЭЕ 281 204 (72,6%)
3 1000-3000 нг/мл DDU 2000-6000 нг/ФЭЕ 112 109 (97,3%)
4 > 3000 нг/мл DDU > 6000 нг/мл ФЭЕ 131 131 (100%)

П р и м е ч а н и е :  * –  учитывая разницу единиц измерения концентрации D-димера в двух методах, использовали условный пересчёт 1 
нг/мл DDU ≈ 2 нг/мл ФЭЕ.

Рис.1. Распределение положительных результатов (более 285 нг/мл DDU), выявленных в иммуноферментной тест-системе при 
исследовании плазмы крови пациентов трех возрастных групп (n=460).
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ИХА была отобрана группа образцов (n=270), содержа-
щих D-димер в количестве от 200 до 3000 нг/мл DDU. 
При исследовании в ИХА наблюдалось усиление ин-
тенсивности окрашивания (от 1+ до 3+) с увеличением 
концентрации D-димера в пробах. Для образцов из тре-
тьей возрастной группы, содержащей наибольшее чис-
ло проб с высоким уровнем D-димера (около 3000 нг/
мл DDU), отмечалось большее, чем в других группах, 
количество срабатываний с максимально интенсивным 
окрашиванием (на уровне 3+) в ИХА (рис 2.).

Обсуждение. В результате нашей работы был соз-
дан иммунохроматографический тест для определения 
D-димера и была проведена оценка его работы в сравне-
нии с ИФА. При исследовании образцов плазмы крови 
продемонстрирована высокая корреляция результатов 
ИХА с результатами, полученными в ИФА, по отрица-
тельным образцам (100%) и по образцам с концентраци-
ей D-димера выше 1000 нг/мл DDU (98,8%). При анали-
зе проб в обоих методах отмечалось нарастание уровня 
D-димера с увеличением возраста пациентов. При этом 
с увеличением концентрации D-димера в пробах наблю-
далось возрастание интенсивности окрашивания тесто-
вой полосы в ИХА.  

Для группы проб с концентрацией аналита от 200 до 
1000 нг/мл DDU отмечались дискордантные результа-
ты, полученные в двух методах, прежде всего, при ис-
следовании образцов с «пограничной» концентрацией 
D-димера.  Расхождение в результатах анализа для та-
ких проб могут объясняться различиями в используе-
мых калибраторах и единицах измерения D-димера для 
каждого метода, а также различной специфичностью 
антител в составе теста. Для минимизации ложнополо-
жительных результатов необходимо использовать анти-
тела, связывающиеся с эпитопами в составе молекулы 
D-димера и при этом остающиеся инертными по отно-
шению к фибриногену. Для получения воспроизводимых 
результатов для эффективной диагностики тромбозов и 
мониторинга тромболитической терапии рекомендуется 
использовать тест-системы одного производителя и ин-

терпретировать результаты строго в соответствии с ин-
струкцией по применению. 

Заключение.	Разработанный иммунохроматографи-
ческий тест обеспечил совпадение результатов с ИФА 
в 87,1% и в 100% случаев - для образцов с повышенной 
(более 400 нг/мл ФЭЕ) и нормальной концентрацией 
D-димера соответственно. Полученные результаты по-
зволяют рекомендовать применение иммунохроматогра-
фического теста для определения D-димера в качестве 
теста второй линии после оценки клинической прете-
стовой вероятности тромбоза. 
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