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Лямина С.В., Маев И.В., Кожевникова Е.О.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ БИОМАРКЕРЫ ДЛЯ НЕИНВАЗИВНОЙ ДИАГНОСТИКИ И 
МОНИТОРИНГА АКТИВНОСТИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ КИШЕЧНИКА: 
СЕГОДНЯ И ЗАВТРА (обзор литературы)

ФГБОУ ВО “Российский университет медицины” Минздрава РФ, 127006, Москва, Россия

 
Пациенты с воспалительными заболеваниями кишечника (ВЗК) – это особая категория лиц, для которых тактика диагно-
стики и лечения часто требует внимания и участия врачей разного профиля, поскольку большинство клинических симпто-
мов неспецифичны для ВЗК и часто могут встречаться при других заболеваниях с воспалительным компонентом, таких как 
кишечные инфекции, лекарственно-индуцированный колит и моногенные заболевания. Кроме того, к настоящему времени 
непростой задачей как для клиницистов, так и для пациентов остается мониторинг течения ВЗК, поскольку отсутству-
ют верифицированные неинвазивные критерии оценки достижения клинической и эндоскопической ремиссии заболеваний, а 
также биомаркеры эффективности проводимой лекарственной терапии. Данный обзор посвящён анализу существующих 
подходов оценки биомаркеров при ВЗК, а также выбору их возможных сочетаний с учетом данных о специфичности и чув-
ствительности, для целей прецизионной диагностики и персонализации подходов терапии. Поиск литературных источников 
проводился по базам данных Scopus, Web of Science, MedLine, The Cochrane Library, EMBASE, Global Health, CyberLeninka, 
РИНЦ. 
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Введение. Воспалительные заболевания кишечника 
(ВЗК) на сегодняшний день прочно продолжают зани-
мать одно из ведущих мест в структуре заболеваний 
органов пищеварения и остаются одной из актуальных 
проблем клинической медицины. Это обусловлено не 
только особенностями развития, но и вариабельно-
стью течения заболеваний, частотой их осложнений, 
летальностью. ВЗК сегодня объединяет группу идио-
патических хронических воспалительных заболеваний 
кишечника, которые, с одной стороны, характеризуют-
ся тесной взаимосвязью с функциональными заболева-
ниями кишечника (до 30% ВЗК), а, с другой стороны, 
с онкологическими заболеваниями или их наличием в 
анамнезе [4,6]. Несомненно, это требует особого вни-
мания уже на этапе диагностики, поскольку сопряжено 
с необходимостью анализа индивидуальных клини-
ческих и лабораторных характеристик пациента, по-
зволяющих сформировать оптимальные для пациента 
протоколы лечения. Учитывая значимость ранней и 
дифференциальной диагностики, мониторинга актив-
ности ВЗК на фоне проводимой терапии [1,2], очевид-
на особая ценность биомаркеров, которые позволили 
бы наиболее точно и c минимальной инвазивностью 
оценивать состояние пациентов. 

В настоящее время «золотым стандартом» диагно-
стики продолжает оставаться эндоскопическое иссле-
дование с последующим выполнением морфологиче-
ского анализа, что в силу инвазивности и затрат на про-
ведение может выступать фактором, ограничивающим 
их частое применение прежде всего для мониторинга 
активности заболевания на фоне проводимой терапии. 
Очевидно, что дополнительные существенные преиму-
щества в виде неинвазивного характера исследований, 
более коротких сроков получения результатов, эконо-
мической эффективности и возможности стандартиза-
ции результатов сегодня могли бы быть получены при 
применении дополнительных лабораторных методов 
исследования доступного биологического материала 
пациентов (крови, мочи, образцов кала). Также для 
диагностики и мониторинга активности ВЗК предло-
жено применение сочетания лабораторных маркеров 
и эндоскопических и/или визуализирующих методик, 
при этом изолированное применение минимально ин-
вазивных биомаркеров в настоящее время не исполь-
зуется в качестве самостоятельного диагностического 
или верификационного метода. В связи с этим, одной 

из актуальных задач современной медицинской и био-
логической наук является поиск новых, обладающих 
достаточной специфичностью и чувствительностью 
биомаркеров, позволяющих обеспечить не только пре-
цизионную диагностику ВЗК, но и обосновать выбор 
персонализированной тактики терапии. 

Актуальный статус исследований и разработок.  
С целью выявления наиболее часто и эффективно ис-
пользуемых биомаркеров для диагностики и, потенци-
ально, мониторинга терапии при ВЗК был выполнен 
поиск литературных источников, патентов, а также 
данных клинических исследований в международных 
базах  Scopus, Web of Science, MedLine, The Cochrane 
Library, EMBASE, Global Health, CyberLeninka, РИНЦ, 
международных патентных базах The Lens, Questel 
Orbit, патентных базах ФИПС с глубиной поиска 20 лет. 

Два последних десятилетия отмечены прогрессиру-
ющим увеличением числа работ и патентов по поиску 
диагностически значимых биомаркеров при ВЗК (рис. 
1, А). Текущее распределение количества патентов по 
типу используемых биомаркеров представлено на коль-
цевой диаграмме, при этом обращает внимание наи-
больший интерес к биомаркерам, свойственным для 
конкретных типов заболеваний – болезни Крона (БК) 
или язвенного колита (ЯК), а также использующихся с 
целью диагностики или тераностики. Также обращает 
внимание незначительное число работ, в которых были 
представлены биомаркеры, использующиеся для воз-
можностей дифференциальной диагностики БК и ЯК 
(рис. 1, А).  По данным проанализированных патентов, 
как для диагностики, так и мониторинга активности за-
болеваний наиболее широко используются 20 биомар-
керов.  Среди них обращают внимание, помимо фекаль-
ного кальпротектина, антитела против Saccharomyces 
cerevisiae (ASCA) и перинуклеарные антинейтрофиль-
ные цитоплазматические антитела (p-ANCA) (рис.  1, 
Б). Результаты анализа клинических исследований так-
же подтверждают весьма ограниченный набор исполь-
зуемых биомаркеров для диагностики, стратификации 
и мониторинга ВЗК (рис. 1, В). Так, в качестве допол-
няющих эндоскопическую картину заболеваний и ко-
личественную оценку симптомов при ВЗК (например, 
индекс активности БК (CDAI), шкалу Мейо для ЯК), 
среди биомаркеров наиболее часто используются фе-
кальный кальпротектин и С-реактивный белок (СРБ). 
Другие оцениваемые биомаркеры (ASCA/ANCA, лак-
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тоферрин и липокалин, ассоциированный с желатина-
зой нейтрофилов (NGAL)/липокалин 2 (LCN2)) лишь 

изредка применялись как дополнительные параметры 
оценки [51]. 

Рис. 1. Обзор биомаркеров ВЗК. 
А -  зарегистрированные патенты по применению биомаркеров для диагностики ВЗК; 
Б - топ-20 групп патентов, в которых представлены ассоциированные с ВЗК биомаркеры; 
В - биомаркеры ВЗК, применяемые в клинических исследованиях в мире (по данным ClinicalTrials.gov, проанализировано ЯК: 512 КИ, БК: 695 КИ, 
ЯК+БК: 191 КИ (адаптированo [51]). 
ab-CIBR1 - антитела к бактериальному флагеллину Clostridium CIBR1, anti-OMPC - антитела к порину С мембраны Escherichia coli, anti-I2 - антитела к 
компонентам Pseudomonas fluorescens, NOD2 - нуклеотид-связывающий домен олигомеризации 2, , ASCA-A - антитела к Sacchаromyces cerevisiae классов 
IgA, ASCA-G - антитела к Sacchаromyces cerevisiae классов IgG, CARD15 - протеин 15, содержащий домен активации каспазы, ICAM1 - молекула межкле-
точной адгезии 1, S 100A9 - S100 кальций-связывающий белок A9.    
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Проведенный анализ продемонстрировал устойчи-
вую тенденцию применения общеизвестных молеку-
лярных биомаркеров в клинической практике для диа-
гностики и мониторинга активности ВЗК. Тем не менее, 
учитывая современные возможности молекулярной 
биологии, очевидно, необходимым и перспективным 
является поиск новых потенциальных биомаркеров, в 
том числе омиксных, для реализации и совершенство-
вания подходов прецизионной диагностики и терапии. 

Наиболее известные неинвазивные моле-
кулярные биомаркеры ВЗК. Биомаркеры игра-
ют решающую роль в раннем выявлении ВЗК, 
мониторинге прогрессирования заболевания и 
оценке терапевтического ответа на проводимую 
терапию (рис. 2). В качестве одного из подхо-
дов оценки активности заболевания сегодня 
активно применяются лабораторные тесты, по-

зволяющие оценить циркулирующие биомар-
керы в крови (сыворотке или плазме), тканях 
или фекалиях [3]. Несмотря на достаточное 
количество кандидатных биомаркеров, эффек-
тивность оцениваемого параметра для целей 
диагностики или мониторинга обеспечивается 
соответствием ряду характеристик: неинвазив-
ность, экономическая эффективность, возмож-
ность забора проб, воспроизводимость, а также 
специфичность для конкретного заболевания. 
Кроме того, очевидно, что для идеального био-
маркера значимо также время, затрачиваемое на 
выполнение теста до получения результата, воз-
можность стандартизации результатов тестиро-
вания, доступность и стабильность параметров 
при хранении образцов, связь с изменением вос-
палительного статуса [43].

Рис. 2. Потенциальная роль биомаркеров для диагностики и оценки эффекта проводимой терапии у пациентов с предполагаемым или установленным 
диагнозом ВЗК [адаптировано [29]).  

В качестве наиболее значимых и надежных для 
оценки активности заболевания при ВЗК в настоящее 
время используются молекулярные биомаркеры сыво-
ротки крови, мочи, фекальные биомаркеры [43,54]. 

Сывороточные биомаркеры. Сегодня сывороточ-
ные биомаркеры уже являются частью рутинных лабо-
раторных исследований, особенно, в части определе-
ния выраженности воспалительного процесса при ВЗК. 
Несмотря на отсутствие специфичности именно для 
ВЗК, они, как правило, применяются для диагностики 
на начальных этапах из-за простоты использования, их 
низкой стоимости и хорошо зарекомендовавших себя 
лабораторных протоколов. К наиболее распространен-
ным тестам среди сывороточных сегодня могут быть 
отнесены определение СРБ и скорости оседания эри-
троцитов (СОЭ).

CРБ - пентамерный белок, вырабатываемый гепа-
тоцитами, уровень которого в сыворотке при физио-
логических условиях не превышает 1 мг/л. Его кон-
центрация  возрастает  по мере развития острой фазы 
воспалительного ответа, коррелируя с такими провос-
палительными цитокинами, как IL-6, фактор некроза 
опухоли (TNF-а), а другой  цитокин с провоспалитель-
ной активностью,  IL-1, стимулирует его продукцию в 
гепатоцитах. СРБ имеет относительно короткий пери-

од полувыведения (около 19 часов) [52], что делает его 
лучшим индикатором воспаления, чем большинство 
других белков острой фазы воспалительного ответа. 
Согласно многочисленным исследованиям, повышение 
уровня СРБ более характерно для активных случаев БК, 
тогда как при ЯК повышение СРБ может не отмечаться 
[44]. Этот факт может объясняться особенностями вы-
работки СРБ брыжеечными адипоцитами у пациентов 
с болезнью Крона [40]. Однако, несмотря на широкое 
использование биомаркера СРБ в качестве значимого 
диагностического показателя и критерия мониторинга, 
он не является специфичным для ВЗК [37]. Тем не ме-
нее, концентрация СРБ меняется быстрее и имеет бо-
лее широкий диапазон отклонений от референсных по-
казателей при минимальных возраст-ассоциированных 
колебаниях, чем значение другого провоспалительного 
сывороточного маркера - скорости оседания эритро-
цитов (СОЭ) [17]. СОЭ же в контексте действенного 
маркера дополнительной или дифференциальной диа-
гностики ВЗК является абсолютно не специфичным, 
поскольку его изменения могут быть вызваны любым 
воспалительным стимулом и определенными физиоло-
гическими состояниями (беременность, возраст и пол, 
изменение уровня гематокрита у пациентов с анемией 
и полицитемией) [33]. 
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Серологическое тестирование является хорошо 
зарекомендовавшим себя диагностическим инстру-
ментом для различных заболеваний с аутоиммунным 
компонентом. При подозрении на ВЗК наибольшее 
внимание сегодня привлекают p-ANCA и ASCA. ANCA 
представляют собой группу антител, вырабатываемых 
против антигенов в цитоплазме нейтрофилов. ASCA 
продуцируются против маннана и других компонентов 
клеточной стенки дрожжей. По имеющимся на насто-
ящее время данным, оба антитела обладают клиниче-
ски значимыми положительными или отрицательными 
прогностическими значениями. Так, p-ANCA+/ASCA- 
более характерны  для пациентов при ЯК, тогда как 
p-ANCA-/ASCA+ наблюдаются преимущественно у 
пациентов с БК. Однако, несмотря на имеющиеся дан-
ные о возможности использования указанных антител 
для проведения дифференциальной диагностики ЯК и 
БК в рамках ВЗК, они оба статистически имеют низ-
кую точность и чувствительность [46]. Положительные 
результаты для любого из данных антител не являются 
уникальными для ВЗК и могут быть ассоциированы с 
рядом других заболеваний с воспалительным компо-
нентом, например, глютеновая энтеропатия, болезнь 
Бехчета, кистозный фиброз, ревматоидный артрит [21].

Фекальные биомаркеры. Сегодня к ключевым фе-
кальным биомаркерам - белкам, обнаруживаемым в 
образцах кала пациентов с ВЗК, относят прежде всего 
кальпротектин, кальгранулин С, лактоферрин и LCN-2. 
Они обладают рядом преимуществ перед биомаркера-
ми крови, включая простоту доступа к образцам, высо-
кий уровень биомаркеров вследствие прямого контакта 
образца фекалий с очагом воспаления, а также более 
высокую специфичность для ВЗК, поскольку они от-
ражают воспаление ЖКТ (в отличие от сывороточных 
биомаркеров, уровень которых повышается в ответ на 
развивающееся воспаление любой локализации) [32].

Наиболее широко используемым фекальным био-
маркером ВЗК сегодня является кальпротектин. Это 
кальций- и цинк-связывающий белок, содержащийся 
в значительном количестве в нейтрофилах, эозинофи-
лах и макрофагах. Изменения его концентрации ха-
рактерны для различных секреторных и экскреторных 
продуктов организма при активации гранулоцитов и 
мононуклеарных фагоцитов [22]. Повышенные уровни 
фекального кальпротектина характерны для пациентов 
с активным ВЗК из-за наличия большого количества 
нейтрофилов в ЖКТ [52]. Кальпротектин устойчив к 
деструкции и стабилен в течение 7 дней в образцах фе-
калий, хранящихся при комнатной температуре. Тем не 
менее, изменения уровня кальпротектина в кале не яв-
ляются абсолютно специфичными для ВЗК; изменения 
его уровня могут наблюдаться и при иных заболевани-
ях толстой кишки и кишечника.       

Биомаркеры мочи. Биомаркеры мочи в настоящее 
время не применяются в рутинной клинической прак-
тике для диагностики и мониторинга активности ВЗК. 
Однако проведенный поиск выявил ряд исследований, 
которые были посвящены изучению мочи как потенци-
альному источнику неинвазивных биохимических ин-
дикаторов активности ВЗК [43]. В качестве наиболее 
перспективного среди них отмечены метаболиты про-
стагландина Е2 (PGE2). Простагландины синтезируют-
ся под действием фосфолипазы А2, катализирующей 

фосфорилирование арахидоновой кислоты. Этот про-
цесс запускается различными воспалительными триг-
герами. PGE2 выводится с мочой в виде нескольких пе-
реработанных метаболитов, в первую очередь метабо-
лита тетранор-простагландина Е. По данным Y. Arai  и 
соавт. [5], концентрация метаболита тетранор-проста-
гландина Е в моче коррелирует с уровнем фекального 
кальпротектина при активном воспалении у пациентов 
с ЯК (p<0,01), а также согласуется с данными достиже-
ния гистологической и эндоскопической ремиссии. У 
детей с ВЗК уровень PGE2 в моче также положительно 
коррелировал как с эндоскопическими, так и с клини-
ческими показателями активности при ЯК (r = 0,594 
и r = 0,462 соответственно) [18]. В работе N. Ishida  и 
соавт. [20] изучался потенциал PGE2 в прогнозирова-
нии рецидива ВЗК, при этом в качестве прогностиче-
ски значимого критерия предложено значение PGE2 
25,2 мкг/г и AUC 0,721 (95% доверительный интервал: 
0,556–0,886). У пациентов со значениями PGE2≥25,2 
мкг/г наблюдался значительно более короткий безре-
цидивный период (логарифмический ранговый крите-
рий: p<0,001). Накопленные данные позволяют рассма-
тривать PGE2 и его метаболиты как потенциальные, но 
требующие более детального изучения неинвазивные 
биомаркеры ВЗК.

Кандидатные биомаркеры ВЗК: перспективы и 
новые тренды клинической диагностики. Все боль-
ше внимание в последнее время уделяется доступным в 
рутинной практике и не требующим специализирован-
ного оборудования и реактивов соотношениям, осно-
ванным на изменении количества клеток крови, таким 
как отношение нейтрофилов к лимфоцитам (NLR) и 
отношение тромбоцитов к лимфоцитам (PLR), а также 
их потенциальной связи с различными иммуноопосре-
дованными воспалительными заболеваниями [8]. В не-
давно опубликованной работе I. Soufli и соавт. [48] вы-
полнена оценка показателей NLR и PLR у пациентов с 
осложненной БК по сравнению со здоровыми лицами, 
по данным которой выявлены статистически значимые 
различия указанных маркеров между двумя группами 
(p<0,001) до и после терапии кортикостероидами или 
анти-TNF препаратами. Определены пороговые значе-
ния для прогнозирования заболевания (NLR>2,43; PLR 
>156,4, соответственно). Кроме того, в ряде работ отме-
чается потенциал еще одного соотношения - коэффици-
ент “альбумин/глобулин” (AGR), который предлагается 
для тестирования в дифференциальной диагностике 
ВЗК и оценке активности заболевания. AGR заметно 
снижен у пациентов с ВЗК по сравнению с пациентами 
без ВЗК. У лиц с ЯК наблюдается обратная корреляция 
между сывороточным AGR и оценкой по шкале Мейо (r 
= −0,413, p<0,001) [56].

В последние годы также все более активно появ-
ляются данные о новых кандидатах-биомаркерах ВЗК 
[30]. Так, одним из имеющих перспективы клиническо-
го применения является новый потенциальный сероло-
гический биомаркер ВЗК -  богатый лейцином альфа-2-
гликопротеин (LRG). LRG представляет собой белок с 
молекулярной массой 50 кДа, секретируется гепатоци-
тами, нейтрофилами, макрофагами и эпителиальными 
клетками кишечника [35]. По имеющимся эксперимен-
тальным данным, уровни LRG повышены у пациентов 
с активным ЯК, при этом снижение активности забо-
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левания сопровождается тенденцией к падению пока-
зателей LRG [47]. Более того, повышение уровня LRG 
более значимо коррелирует с клиническими и эндоско-
пическими показателями у пациентов с активными ЯК 
и БК, чем значения СРБ [24,25]. Также есть данные о 
возможности использования LRG в качестве предикто-
ра заживления слизистой оболочки как при ЯК, так и 
при БК при наличии показателей СРБ в пределах рефе-
ренсных значений [59].

В качестве еще одного потенциального фекального 
биомаркера ВЗК, относящегося к семейству низкомо-
лекулярных кальций связывающих белков S100, акти-
вирующих путь NF-B и увеличивающих высвобожде-
ние цитокинов во время воспалительных процессов, 
можно выделить кальгранулин С (S100A12) [33]. Кон-
центрация кальгранулина С у пациентов с ВЗК высока 
и в сыворотке, однако его концентрация в кале выше, 
что делает его определение более чувствительным для 
диагностики ВЗК. Тем не менее, повышение  уровня 
кальгранулина С может отмечаться и при других вос-
палительных состояниях, например, при артрите [38].

Еще одним потенциальным биомаркером, уровни 
которого значительно повышены при активном ВЗК, 
является лактоферрин. Это железосвязывающий гли-
копротеин содержится только в нейтрофилах, что зна-
чимо отличает его от широко применяемого для диа-
гностики кальпротектина, который обнаруживается в 
нескольких типах клеток. Данный факт позволяет гово-
рить о  достаточной специфичности и  чувствительно-
сти лактоферрина для диагностики активного ВЗК [23].

Липокалин-2 (LCN-2), также известный как липо-
калин, ассоциированный с нейтрофильной желатина-
зой (NGAL) или сидерокалин (Scn), представляет со-
бой бактериостатический белок, также хранящийся 
в гранулах нейтрофилов [10,27]. LCN-2 - это высоко-
стабильный белок, чья повышенная экспрессия эпи-
телиальными клетками кишечника была выявлена в 
биоптатах толстой кишки из воспаленных участков у 
пациентов с ВЗК. Предположительно, активация LCN-
2 индуцируется IL-22 и IL-17A. LCN-2 уже успешно 
применялся в качестве биомаркера ЯК в ряде экспери-
ментальных и клинических работ [49].

Новые тенденции в неинвазивной диагностике ВЗК 
представлены оценкой микроРНК в образцах кала [55]. 
МикроРНК представлены группой небольших некоди-
рующих РНК с переменной экспрессией при различном 
спектре заболеваний, от неврологических расстройств 
до онкологических заболеваний. Неоспоримым пре-
имуществом анализа микроРНК является возможность 
их определения в биологическом материале любого 
типа различными методами молекулярной диагности-
ки, в первую очередь, методом ПЦР и секвенирования 
нового поколения [11]. Одной из наиболее значимых 
микроРНК является микроРНК 21, повышение которой 
при ВЗК четко отмечается в сравнении с контрольными 
пациентами без ВЗК [41]. Также уровни микроРНК 21 
и микроРНК 223 оценивали в стуле пациентов с ВЗК, 
при этом более высокие уровни наблюдались при ЯК 
по сравнению с БК (микроРНК 223 была в 5,7 раза вы-
ше для БК и в 10,2 раза выше для ЯК по сравнению с 
контрольной группой) [45]. Эти данные позволяют рас-
сматривать определение микроРНК как одно из пер-
спективных для дальнейшего изучения биомаркеров 

ВЗК направлений.
За последние десятилетия уже накоплено суще-

ственное количество данных о преобладающих цито-
киновых профилях при БК и ЯК, а также описаны клю-
чевые различия направленности Th1/Th2 ответов при 
различных формах ВЗК. Тем не менее, до настоящего 
времени определение цитокинов и интерлейкинов при 
ВЗК не является рутинным способом диагностики за-
болевания, являясь дополнительными исследованиями 
[16]. Одним из ключевых кандидатных биомаркеров 
среди цитокинов остается уровень TNFα. Имеются 
данные о его повышении в слизистой оболочке толстой 
кишки и подвздошной кишки у пациентов, страдаю-
щих ВЗК [12]. Несмотря на противоречивые резуль-
таты в ранее проведенных исследованиях на образцах 
сыворотки крови, M. Komatsu и соавт.   [26] выявили 
статистически значимое увеличение сывороточных 
концентраций TNFα у пациентов с ВЗК (и при БК, и 
при ЯК) в сравнении со здоровыми лицами (p<0,0001). 
Эти результаты свидетельствуют о потенциальной воз-
можности использования уровней TNFα в сыворотке 
крови в качестве биомаркера для оценки активности 
ВЗК. Также более подробно проанализированы сыво-
роточные концентрации IL-10 у пациентов с ВЗК. В 
работах  T. Kucharzik и соавт. [28] отмечены более вы-
сокие концентрации сывороточного IL-10 у пациентов 
с активными БК и ЯК в сравнении с группой контроля 
(p<0,001). Мицуяма и соавторы [34] представили ана-
лиз трех воспалительных биомаркеров — IL-6, CRP и 
IL-10, у пациентов с ЯК, БК в сравнении со здоровыми 
лицами. Согласно полученным результатам, повыше-
ние уровней сывороточных IL-6 и CRP при активных 
ЯК и БК в сравнении со здоровыми лицами было зна-
чимым (p<0,0001), тогда как более высокие сывороточ-
ные концентрации IL-10 наблюдались только при ак-
тивном ЯК в сравнении с группой контроля (p=0,0086) 
[34]. Представленные данные дают основание для про-
должения исследований по формированию панели ци-
токинов и интерлейкинов, изменение которых может 
иметь диагностически значимое значение при ВЗК. а 
также для дифференциальной диагностики БК и ЯК.

Также в качестве двух новых серологических кан-
дидатов-биомаркеров при ВЗК в последние годы рас-
сматриваются ST2 (стимулирующий фактор роста, экс-
прессируемый геном 2, так же известный как IL1RL1) 
и TNFAIP6 (индуцированный фактором некроза опухо-
ли альфа белок 6). ST2 — интерлейкин, относящийся к 
надсемейству IL-1 [36], положительно коррелирующий 
с эндоскопической и клинической активностью при ЯК 
и БК в сравнении со здоровыми лицами [9]. Кроме то-
го, сывороточные уровни ST2 были ниже у лиц с ЯК с 
ответом на проводимую терапию (производные 5-АСК, 
глюкокортикостероиды или иммуномодуляторы) в 
сравнении с пациентами ЯК, у которых не достигал-
ся надлежащий ответ на проводимую терапию (p<0,05) 
[14]. Также в ряде работ представлены данные о схо-
жем потенциале анализа уровня TNFAIP6 при ВЗК 
[60]. Еще одним представителем семейства цитокинов 
и регуляторов роста является онкостатин М, значение 
которого для диагностики ВЗК и, потенциально, про-
гнозирования ответа на проводимую терапию активно 
обсуждаются.  Пациенты с ВЗК экспрессируют бо-
лее высокие уровни цитокинов OSM и их рецепторов 
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(OSMR) в воспаленной ткани кишечника в сравнении 
со здоровыми лицами, что коррелирует с гистологиче-
ской тяжестью заболевания. Также OSM предложено 
использовать в качестве предиктора эффектов антител 
против TNFα: пациенты с низким уровнем ОСМ плаз-
мы крови до начала лечения имели достоверно более 
высокую частоту клинической ремиссии через 1 год 
после терапии TNF [53].

Одним из наиболее активно рассматриваемых в ка-
честве перспективного метода исследования для по-
иска биомаркеров сегодня является протеомика. Ис-
следование потенциальных биомаркеров при ВЗК, как 
правило, проводят в образцах сыворотки или плазмы, 
или в биоптатах толстой кишки. К наиболее широко ис-
пользуемым протеомным методам при ВЗК относятся 
высокоэффективная жидкостная хроматография в со-
четании с тандемной масс-спектрометрией с ионизаци-
ей электрораспылением (LC-ESI-MS/MS) и двумерный 
гель-электрофорез в сочетании с матрично-активиро-
ванной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI)-MS 
и иммунофлуоресцентная микроскопия.

Учитывая наличие выраженных корреляций меж-
ду уровнем экспрессии белков и активностью заболе-
вания, применение протеомики как диагностического 
инструмента - перспективная и  активно развивающа-
яся область исследований [58]. Впервые протеомные 
подходы при ВЗК были использованы в работах U. 
Berndt и соавт. [7], что позволило выявить различия в 
экспрессии белков различными популяциями Т-клеток 
при БК и ЯК. Этот экспериментальный подход  про-
демонстрировал высокую чувствительность (70%)  и 
специфичность (72,5%) при БК.

Скрининг биоптатов слизистой оболочки детей с по-
дозрением на ВЗК, позволил составить две различные 
панели белков, которые включали 5 (панель 1) и 12 (па-
нель 2) биомаркеров, для  дифференциальной диагно-
стики между пациентами с ВЗК и здоровыми лицами, а 
также дифференцировки БК и ЯК, соответственно. Па-
нель 1 включала белок, связывающий жирные кислоты 
5 (FABP5), урацилдифосфатглюкоза-6-дегидрогеназа 
(UGDH), богатый лейцином митохондриальный бе-
лок, содержащий PPR-мотив (LRPPRC), висфатин или 
никотинамидфосфорибозилтрансфераза (NAMPT), 
неорганическая пирофосфатаза (PPA1), притом уро-
вень последних двух белков был значимо повышен у 
пациентов с ВЗК. Панель 2 включала  митохондриаль-
ную бета-субъединицу трифункционального фермен-
та, (HADHB), цитозольную аминопептидазу (LAP3), 
лейкотриен-А-4 гидролазу (LTA4H), металлотионе-
ин-2 (MT2A), митохондриальный транспортный белок 
трикарбоксилата (SLC25A1), гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин H3 (HNRNPH3), митохондриаль-
ную дельта(3,5)-дельта(2,4)-диеноил-КоА-изомеразу 
(ECH1), белок-рецептор трансферрина 1 (TFRC), 
бетта-2-микроглобулин (B2M), альфа-изоформу 1 
субъединицы транспортного белка Sec61 (SEC61A1), 
содержащий стафилококковый нуклеазный домен бе-
лок 1 (SND1), трансферрин (TF). Первые девять белков 
панели были значимо повышены при БК в сравнении с 
пациентами ЯК. Эти белковые биомаркеры рассматри-
ваются как кандидаты для оценки их потенциала при 
дифференциальной диагностике БК и ЯК, что может 
быть проверено в дальнейших исследованиях. Иденти-

фицированные биомаркеры в обеих панелях по свое-
му функциональному значению в основном являются 
компонентами метаболизма жирных кислот [50]. Это 
является дополнительным обоснованием целесообраз-
ности проведения липидомных исследований при ВЗК, 
что может быть использовано для углубленного изуче-
ния патогенеза заболеваний и с целью дополнительной 
диагностики. 

Результаты работы S.Y. Hsieh и соавт. [19] на ос-
новании данных протеомного анализа биоптатов тол-
стого кишечника позволяют предположить вовлечение 
митохондриальной дисфункции в этиологию ЯК. Так, 
авторами были выявлены 13 белков с пониженной 
экспрессией, из которых 6 (зависящий от напряжения 
анион-селективный канальный белок 1 (VDAC1), бе-
лок теплового шока 60 (HSPD1), тиоредоксинперок-
сидаза (PRDX1), белок теплового шока 70 (HSPA9B), 
тиол-специфический антиоксидант (PRDX2), про-
хибитин (PHB)) вовлечены в реакции на стрессовое 
воздействие, 3 (PRDX1, PRDX2, селен-связывающий 
белок 1 (SELENBP1)) выполняют роль клеточных 
антиоксидантов, а 8 относились к митохондриальным 
белкам (H+- транспортирующая двухсекторная АТ-
Фаза (ATP5B), митохондриальная малатдегидрогеназа 
(MDH2), белок теплового шока 90 (HSPA9B), VDAC1, 
PRDX1, HSPD1, PRDX2, PHB). Ключевой белок мито-
хондриального комплекса, PHB, оказался сниженным и 
у пациентов с ремиссией, и с обострением ЯК в слизи-
стой оболочке толстой кишки, что позволяет предпола-
гать возможные ранние митохондриальные изменения 
при ЯК. Три других потенциальных белка-биомаркера 
с нарушенной функциональностью (ядерный фактор 
активированных Т-клеток (NFAT), антиген отторжения 
опухоли 1, белок, связанный с рецептором полиовируса 
1) были выявлены в слизистой толстой кишки при ЯК.

Таким образом, полученные результаты многочис-
ленных исследований могут быть использованы не 
только для потенциальной трансляции в клиническую 
практику и определения кандидатных протеомных био-
маркеров для неинвазивной диагностики, но и для рас-
ширения имеющихся данных о патогенезе БК и ЯК. 
При этом результаты анализа протеома в ряде случаев 
демонстрируют ассоциативные связи с другими техно-
логиями омиксной диагностики, например, липидоми-
кой, что позволяет говорить о неполностью раскрытом 
потенциале протеомики для диагностических целей 
при ВЗК.  

Диагностическая/прогностическая точность сы-
вороточных, серологических и фекальных биомарке-
ров. Одним из ключевых вопросов для практикующих 
специалистов сегодня остается возможность примене-
ния тех или иных уже известных биомаркеров для пре-
цизионной диагностики ВЗК.   Так, на основании ре-
зультатов целого ряда работ, выявлены коэффициенты 
корреляции биомаркеров с данными эндоскопического 
исследования, при этом обращает на себя внимание их 
выраженная вариабельность. Так, коэффициент корре-
ляции для кальпротектина составляет 0,48 - 0,83, для 
лактоферрина - 0,19 - 0,87 (см. таблицу). Уточняющие 
данные были получены при сопоставлении эндоскопи-
ческих результатов с данными гистопатологического 
исследования. Так, высокая достоверность была полу-
чена при сопоставлении уровней экспрессии онкоста-
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тина М (OSM) или рецептора онкостатина М (OSMR) 
в воспаленной ткани кишечника пациентов с активным 
ВЗК -  для OSM (n = 42) - p<0,001 и для OSMR (n = 86) 
- p<0,05, соответственно [57]. 

Корреляция биомаркеров с активностью ВЗК по 
данным эндоскопического исследования и определе-
ния потенциальных наиболее значимых неинвазивных 
биомаркеров [адаптировано, 29]

Заболевание
Оценка эндоскопически 

определенного 
заболевания  

Лактоферрин 
(коэффициент 
корреляции)

Фекальный 
кальпротектин 
(коэффициент 
корреляции)

СРБ
(коэффициент 
корреляции)

 
Болезнь Крона 
 

SES-CD 0,19 0,48 Нет данных
SES-CD 0,63 0,64 0,52
SES-CD 0,76 0,72 0,46
CDEIS 0,87 0,83 0,61
CDEIS Нет данных 0,75 0,53
CDEIS  0,77 0,73 0,55

 
Язвенный колит 

Шкала Мейо 0,35 0,51 Нет данных
Шкала Мейо Нет данных 0,57 Нет данных
Шкала Мейо Нет данных 0,81 Нет данных

Индекс Рахмилевича Нет данных 0,83 0,5
Примечание. CDEIS - эндоскопический индекс тяжести БК. SES-CD - простая эндоскопическая шкала БК. Шкала Мейо, индекс Рахми-
левича - индексы клинической и эндоскопической активности ЯК.  

ASCA-положительный статус обычно наблюдался 
у пациентов с БК с чувствительностью 100%, однако 
специфичность для диагностики БК составила 50%. 
p-ANCA был достоверно выше у пациентов с ЯК и БК 
толстой кишки. По данным метаанализа чувствитель-
ность и специфичность отношения ASCA+/p-ANCA− 
составили 0,55 и 0,93 для диагностики БК и 0,63 и 0,93 
для диагностики ВЗК, соответственно [46]. Таким об-
разом, это может помочь отличить БК от ЯК или вы-
явить лиц с ВЗК. Однако следует помнить, что его чув-
ствительность относительно низкая, за исключением 
диагностики  БК у детей, где чувствительность и спец-
ифичность ASCA+/p-ANCA− составили 0,70 и 0,93 со-
ответственно.

Обсуждение. Ранняя диагностика и своевремен-
ная оценка активности ВЗК имеют решающее значе-
ние для мониторинга заболевания и оценки ответа на 
проводимую терапию [39]. В связи с этим особую кли-
ническую значимость приобретают сегодня неинва-
зивные биомаркеры, являющиеся наиболее простыми 
инструментами диагностики, позволяющие оптимизи-
ровать и своевременно выявлять изменения состояния 
пациентов ВЗК [31]. Учитывая совокупность имею-
щихся научных, экспериментальных и практических 
данных, СРБ и фекальный кальпротектин оправданно 
являются наиболее надежными на сегодняшний день 
биомаркерами активности ВЗК [15], также достаточно 
часто в клинической практике применяют лактоферрин 
[42]. Повышение точности диагностики с помощью 
многоцелевых панелей биомаркеров сегодня постепен-
но становится новым трендом диагностики ВЗК. Появ-
ляющиеся результаты вновь проводимых исследований 
позволяют расширить имеющийся перечень кандидат-
ными биомаркерами для использования в рутинной 
клинической практике. К новым таргетам диагностики 
сегодня можно отнести оценку сывороточных провос-
палительных цитокинов, интерлейкинов, микроРНК, 
кальгранулина С, LCN2, биомаркеров мочи (особенно 
PGE2). Тем не менее, необходимы дальнейшие иссле-
дования для их потенциального внедрения в клини-

ческую практику [31]. Расширение репертуара био-
маркеров может сыграть ключевую роль в реализации 
тактики прецизионной диагностики и достижения воз-
можностей непрерывного мониторинга как активности 
заболевания, так и ответа на проводимую терапию при 
ВЗК [13]. Тем не менее, несмотря на многообещаю-
щие результаты, следует дополнительно отметить не-
обходимость стандартизации получаемых результатов, 
определение соответствующих пороговых значений и 
установление единых критериев интерпретации, по-
скольку соблюдение этих условий необходимо для ин-
теграции предлагаемых методов в рутинную клиниче-
скую практику. Внедрение дополнительных неинвазив-
ных биомаркеров открывает возможности для раннего 
выявления, оценки активности заболевания и разра-
ботки индивидуальных подходов к лечению. По мере 
того, как продолжающиеся исследования раскрывают 
сложность генеза ВЗК и необходимость подбора пер-
сонализированной терапии пациентам для достижения 
клинического эффекта, интеграция неинвазивных био-
маркеров в тактику диагностики и дальнейшего веде-
ния лиц с ВЗК становится все более целесообразной. 

Заключение. Диагностика и активный мониторинг 
течения ВЗК продолжают оставаться непростой зада-
чей для клиницистов и пациентов, при этом часто оцен-
ка активности заболевания имеет решающее значение 
для прогнозирования, понимания ответов на проводи-
мую терапию, своевременной корректировки тактики 
ведения пациента и достижения долгосрочных резуль-
татов. Биомаркеры сегодня являются оптимальными 
неинвазивными инструментами для диагностики и 
мониторинга течения ВЗК. Динамично развивающий-
ся ландшафт этих индикаторов состояния пациентов 
с ВЗК предоставляет обширные перспективы для воз-
можностей прецизионной  диагностики заболеваний 
данной группы и реализации целей персонализирован-
ной медицины.
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ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ ГОРМОНОВ НА УВЕЛИЧЕНИЕ РИСКА  
СПОРТИВНОГО ТРАВМАТИЗМА И РАЗВИТИЕ СИНДРОМА  
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Цель исследования - систематизировать публикации современной литературы, касающиеся особенностей влияния сте-
роидных гормонов на развитие травматизма и синдрома перетренированности у детей и подростков-спортсменов при 
высокоинтенсивных тренировках.
Основные положения. В обзоре литературы суммируются накопленные за последние годы сведения о значимости сте-
роидных гормонов (тестостерона, эстрадиола и кортизола) в адаптации к спортивной нагрузке у детей и подростков. 
Описаны особенности гендерных отличий спортивного травматизма у юных спортсменов. В статье приводятся данные 
о сопряженности гормональной дисфункции и развития синдрома перетренированности в результате высокоинтенсивных 
физических нагрузок, рассмотрена значимость эндокринных нарушений у несовершеннолетних спортсменов. Приводятся 
сведения о взаимосвязи изменений в содержании стероидных гормонов и развития патологических состояний вследствие 
физических перегрузок.
Заключение. Таким образом, при планировании тренировочного процесса следует принимать во внимание гендерные, воз-
растные и индивидуальные особенности организма юных спортсменов. Анализ эндокринного статуса может дать важную 
информацию о физическом состоянии детей и подростков, их адаптационном резерве и помочь в дальнейшей организации 
профилактических мероприятий, способствующих положительной адаптации несовершеннолетних спортсменов к интен-
сивным спортивным нагрузкам, не провоцирующих развитие синдрома перетренированности и минимизирующих риск трав-
матизма. 
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AND THE DEVELOPMENT OF OVERTRAINING SYNDROME IN CHILDREN AND ADOLESCENT 
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The aim - to systematize publications of modern literature concerning the peculiarities of the effect of steroid hormones on the 
development of injury and overtraining syndrome in children and adolescent athletes during high-intensity training.
The main provisions. The literature review summarizes the information accumulated in recent years on the importance of steroid 
hormones (testosterone, estradiol and cortisol) in adapting to athletic activity in children and adolescents. The features of gender 
differences in sports injuries in young athletes are described. The article provides data on the correlation of hormonal dysfunction 
and the development of overtraining syndrome as a result of high-intensity physical exertion, the importance of endocrine disorders in 
underage athletes is considered. Information is provided on the relationship between changes in the content of steroid hormones and 
the development of pathological conditions due to physical overloads.
Conclusion. Thus, when planning the training process, gender, age and individual characteristics of the body of young athletes should 
be taken into account. The analysis of the endocrine status can provide important information about the physical condition of children 
and adolescents, their adaptive reserve and help in the further organization of preventive measures that contribute to the positive 
adaptation of underage athletes to intense sports loads, do not provoke the development of overtraining syndrome and minimize the 
risk of injury.
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Введение.  Популяризация и массовость  детско-
юношеского спорта [1] в настоящее время  сопряжена 
с ростом числа случаев перетренированности и травм. 
Так, в рамках  Всероссийского конгресса «Педиатрия и 
детская хирургия в Приволжском федеральном округе» 
(Казань, 2022) акцент экспертов был сделан на двукрат-
ном увеличении детского  спортивного травматизма в 
стране за последнее десятилетие.  Актуальными фак-
торами риска развития указанных негативных послед-
ствий, в том числе следует считать  смещение сроков 
допуска детей к спортивным занятиям в младшем до-
школьном возрасте [2], переоценку исходного уровня 
физической подготовленности в условиях значитель-
ного изменения состояния здоровья и двигательной 
активности детей [3], недооценку биологического воз-
раста и гендерных различий [4] при планировании тре-
нировочного процесса.

Хорошо изучены гендерные анатомические и физи-
ологические различия, обусловленные уровнем эндо-
генных половых гормонов  и определяющие спортив-
ную результативность и адаптивность к физическим 
нагрузкам [5]. Так, например, показано, что принципи-
альные различия между мальчиками и девочками на-
чинают проявляться в пубертатный период и зависят 
от концентрации тестостерона [6]. В то же время чрез-
мерные физические нагрузки, особенно в сочетании со 
стрессовыми факторами, могут быть связаны с разви-
тием различных патологических состояний, в том чис-
ле увеличением риска травматизма, сердечно-сосуди-
стых изменений,  психоэмоциональных расстройств, а 
также эндокринных нарушений [7]. Очевидно, что вы-
сокоинтенсивные физические нагрузки у детей и под-
ростков могут иметь дезадаптивный характер, между 
тем, зачастую тренировочный процесс для детей и под-
ростков строится аналогично тренировкам взрослых, 
не учитывая тот факт, что работоспособность юных 
спортсменов тесно связана с их биологической зрело-
стью [8]. В связи с этим представляет интерес оценка 
взаимосвязи эндокринного статуса, спортивного трав-
матизма и развития синдрома перетренированности у 
детей и подростков.

Цель обзора – систематизировать публикации со-
временной литературы, касающиеся особенностей вли-
яния стероидных гормонов на развитие травматизма и 
синдрома перетренированности у детей и подростков-
спортсменов при высокоинтенсивных спортивных тре-

нировках.
Методология поиска источников литературы. В 

статье представлен обзор публикаций из отечествен-
ных и зарубежных источников литературы. Проведен  
анализ  литературных  источников,  включавший все 
статьи в базах данных PubMed, РИНЦ, Google Scholar, 
MedLine, Elsevier. Поиск данных был проведен с ис-
пользованием слов:  тестостерон, эстрадиол, кортизол, 
дети, подростки, спорт, синдром перетренированности, 
спортивный травматизм, testosterone, estradiol, cortisol, 
children, teenagers, overtraining syndrome, sports injuries, 
sports. В обзор включено 60 литературных источников.

Особенности спортивного травматизма у детей 
и подростков. Спортивные травмы у детей случают-
ся реже, чем у взрослых, из-за более высокой степени 
эластичности связок. Поскольку рост костей у детей 
еще не завершен, характер спортивных травм может 
отличаться от травм у взрослых. Ввиду возрастных 
особенностей гормонального статуса существует ряд 
болезней, связанных с неравномерностью роста ко-
стей, мышц и сухожилий, характерных именно для 
детей (таких как болезнь Осгуда-Шлаттера, Синдинга-
Ларсена-Йоханссона, пяточной апофизит и другие). У 
детей и подростков связки и сухожилия выдерживают 
большую нагрузку, чем кости, тогда как область росто-
вых пластинок на апофизах является слабым местом в 
отношении риска перелома из-за сильных сокращений 
прикрепленных мышц [9]. Несоответствие адаптации 
мышц и сухожилий приводит к увеличению нагрузки 
на сухожилия в период скачка роста, создавая неблаго-
приятное соотношение мышечной силы и нагрузочной 
способности сухожилий, увеличивая риск спортивных 
травм.  В дальнейшем, по мере роста подростка, на-
блюдается гипертрофия сухожилий и их механическое 
укрепление, что должно положительно сказаться на 
спортивной результативности и снижении риска травм 
в постпубертатный период [10].  В структуре спортив-
ных травм у детей наиболее часто встречаются повреж-
дения крупных суставов (коленного, голеностопного, 
локтевого), при этом превалируют нарушения связоч-
ного аппарата и повреждения мышц (до 62% спортив-
ного травматизма). Повреждения крупных суставов 
характерны как для командных видов спорта, так и для 
индивидуальных и бесконтактных. Анализ частоты 
травматизации крупных суставов у спортсменов раз-
личных возрастных категорий показал, что наиболее 
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уязвимыми для получения травм являются периоды 
скачка роста и развития [11, 12]. Особенную тревогу 
вызывают сведения о том, что до трети всех спортив-
ных травм у подростков приходится на базовый этап 
тренировочного процесса в период подготовки к сорев-
нованиям [13].

Имеются сведения о гендерных отличиях в частоте 
травм суставного связочного аппарата. Причины, лежа-
щие в основе таких различий, заключаются в половых 
анатомических и биомеханических особенностях, раз-
личиях в нагрузках и в гормональных особенностях. У 
девушек отмечается более низкая жесткость связок и 
сухожилий, связанная с действием эстрогена [14], тогда 
как тестостерон повышает жесткость сухожилий [15].  
При меньшей жесткости сухожилия мышцы сокраща-
ются быстрее, чем сустав меняет свое положение, это 
увеличивает вероятность альтерации связок и сухожи-
лий. С другой стороны, эстроген, воздействуя на су-
хожилия и связки, будет косвенно оказывать влияние 
на функцию скелетных мышц [16]. Приводятся сведе-
ния о меньшем риске повреждения мышц у женщин 
по сравнению с мужчинами, обусловленном меньшей 
жесткостью сухожилий, что снижает нагрузку на ми-
офиламенты [17]. В случае более жесткого сухожилия 
усиливается мышечное напряжение: сухожилие не рас-
тягивается, мышца вынуждена удлиняться при боль-
шей эксцентрической нагрузке, результатом чего будет 
ее повреждение и альтерация сухожилия [18].  

Возрастные гормональные изменения связаны с 
увеличением риска травматизма коленного сустава 
у девочек, начиная с 14 лет, после 15 лет он возрас-
тает практически в два раза, максимальный риск на-
блюдался на 4-й и 5-й стадиях Таннера по сравнению 
с раннепубертатным периодом [19]. Предполагается 
также, что существует зависимость спортивного трав-
матизма от фазы менструального цикла. Спортсменки 
могут быть более предрасположены к повреждениям 
передней крестообразной связки коленного сустава 
в предовуляторную фазу менструального цикла, ког-
да происходит увеличение секреции эстрадиола [20]. 
Приводятся данные о повышенном риске травм в фол-
ликулярную [21] и среднелютеиновую фазу, что может 
быть связано с влиянием эстрогенов на сухожилия [22]. 
Между тем, существует мнение о том, что риск трав-
мы не зависит от фазы цикла [23]. Разнородность этих 
сведений, возможно, обусловлена неточной оценкой 
сроков наступления той или иной фазы, недостаточ-
ным количеством выборки обследованных спортсме-
нок, разным уровнем спортивной подготовленности 
и нагрузок, которые также могли оказать влияние на 
вероятность травмы. Таким образом, требуются даль-
нейшие исследования для решения спорного вопроса 
о роли гормональных изменений в зависимости от фаз 
менструального цикла.

Еще одной распространенной спортивной травмой 
является повреждение ахиллового сухожилия.  В отли-
чие от повреждения передней крестообразной связки, 
травма ахиллового сухожилия у детей, занимающихся 
спортом, встречается реже, чем у взрослых [24]. Со-
общается, что распространенность разрыва ахиллово-
го сухожилия у подростков (13-18 лет) среди других 
спортивных травм составляет у девочек 9%, у маль-
чиков – 6% [25]. Подростки в возрасте старше 14 лет 

с большей вероятностью разрывают ахиллово сухо-
жилие в результате сильного мышечного сокращения, 
чем дети младше 12 лет [26], что может быть связано 
с гормональными изменениями, происходящими в пу-
бертатный период. В то же время приводятся сведения 
о том, что в отличие от подростков, не занимающихся 
спортом, у подростков-спортсменов по мере полового 
созревания происходят адаптивные изменения морфо-
логических и биомеханических свойств ахиллова сухо-
жилия, позволяющие минимизировать риск травм [27]. 
Эффект воздействия эстрогена у женщин проявляется 
в меньшей способности ахиллова сухожилия растя-
гиваться, чем у мужчин, что снижает вероятность его 
разрыва [28]. Меньшая мышечная масса у женщин, чем 
у мужчин, также с меньшей вероятностью приведет к 
возникновению силы сокращения, превышающей мак-
симальную прочность ахиллова сухожилия на растя-
жение [29].  Предполагается, что одной из возможных 
причин разрыва ахиллова сухожилия у подростков-
спортсменок может быть развитие гипоэстрогенемии 
на фоне интенсивных нагрузок как проявление триады 
спортсменок, которая описана ниже [30]. 

В литературе имеются сведения об обратной корре-
ляционной связи умеренной силы уровня тестостерона 
и маркеров костной резорбции β-CrossLaps, а также о 
повышенном содержании  β-CrossLaps у юниоров [31].  
Причины выявленной ассоциации требуют дальнейше-
го изучения с целью оценки вероятности повышенного 
риска переломов костей. 

Таким образом, половые и возрастные особенно-
сти несовершеннолетних атлетов могут играть важную 
роль в увеличении риска получения спортивных травм. 
Важно отметить, что причины спортивного травматиз-
ма несомненно многофакторны и заключаются не толь-
ко во влиянии половых гормонов, но, конечно же, и в 
степени интенсивности тренировочных нагрузок, под-
готовленности к ним, наличии достаточного восстано-
вительного периода перед тренировками. Эти факторы 
в совокупности могут играть роль в увеличении риска 
спортивных травм и развитии синдрома перетрениро-
ванности. 

Гормональная дисфункция при интенсивных тре-
нировочных процессах, синдром перетренированно-
сти. Физическое перенапряжение возникает во время 
или после чрезмерной спортивной нагрузки и проявля-
ется расстройствами  функций  нервной,  сердечно-со-
судистой, дыхательной, кроветворной систем. Сигна-
лами развития синдрома перетренированности могут 
служить психоэмоциональные изменения, в том числе 
апатия, отсутствие мотивации к занятиям спортом, вя-
лость, потеря аппетита и нарушения сна. Клиническая 
картина снижения толерантности к физической нагруз-
ке у  юных  атлетов может включать в себя  головную  
боль,  нарушение  зрения,  парезы, нарушение двига-
тельной координации, одышку, боли в сердце, мышеч-
ную слабость  [32]. Для определения толерантности 
к физической нагрузке предлагается оценивать изме-
нения частоты сердечных сокращений и скорости по-
требления кислорода. Использование биохимических 
маркеров (например, активности креатинфосфокина-
зы, трансаминаз, уровня лактата, миоглобина, креати-
нина, мочевины, оценка уровня гормонов) [33] у детей 
и подростков-спортсменов может оказаться полезным 
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в качестве инструмента дозирования тренировочной 
нагрузки на протяжении тренировочного сезона. 

Исследования содержания стероидных гормонов у 
детей и подростков-спортсменов выявили ряд особен-
ностей. При изучении влияния интенсивных трениро-
вок детей-спортсменов в препубертатный период не 
выявляется явных изменений ни уровня тестостерона, 
ни уровня эстрогенов, это, вероятно, связано с тем, что 
дети еще не достигли периода полового созревания 
[34]. Однако чрезмерно интенсивные нагрузки могут 
привести к снижению синтеза половых гормонов и за-
держать половое созревание, особенно в препубертат-
ный период [35]. Детям, не вошедшим в период скачка 
роста, не рекомендуются усиленные тренировки, на-
правленные на гипертрофию мышц, в связи с низкой 
концентрацией анаболических гормонов. В этот пери-
од силовые тренировки должны быть дозированы и на-
правлены на повышение мышечной силы. Стоит отме-
тить, что по сравнению с подростками, дети быстрее 
восстанавливаются после силовых тренировок, вызы-
вающих переутомление [36]. 

Более выраженные изменения происходят у под-
ростков в пубертатный период. Если умеренный уро-
вень физической активности не влияет на изменения 
содержания эстрогенов и не вызывает увеличения 
частоты возникновения нарушений менструального 
цикла [37], то одним из негативных последствий фи-
зического перенапряжения могут быть эндокринные 
нарушения у девочек-спортсменок, проявляющиеся 
нарушениями менструального цикла, в том числе аме-
нореей [38]. S. Ravi и соавт. [39] выявили, что аменорея 
у спортсменок наблюдалась в 4,7% случаев, тогда как 
в группе девочек, не занимающихся спортом, менстру-
альная дисфункция не регистрировалась. В исследо-
вании К.А. Beals [40] было установлено, что аменорея 
фиксировалась у 17% подростков-спортсменок, 13% и 
48% девочек сообщили об олигоменорее и нерегуляр-
ных менструальных циклах соответственно. У юных 
спортсменок с худощавым телосложением частота на-
рушений менструального цикла была выше (26,7%), 
чем у спортсменок с нормальным телосложением 
(16,6%). Риск возникновения олиго/аменореи был бо-
лее чем в 2 раза чаще у девочек с дефицитом энергии 
[41]. Такие нарушения менструального цикла связаны 
с дисбалансом между потреблением и расходованием 
энергии, крайне низкой массой жировой ткани и на-
рушением чувствительности гипоталамуса к половым 
стероидам. Менструальная дисфункция в значительной 
степени обусловлена ингибирующим влиянием гормо-
нов стресса на продукцию гонадотропин-рилизинг-
гормона и, как следствие, снижением секреции гипо-
физом лютеинизирующего и фолликулостимулирую-
щего гормонов, приводящим к снижению выработки 
яичниками эстрадиола, прогестерона и тестостерона. 
Нарушения менструального цикла могут быть связаны 
с видами спорта, для которых желательна низкая мас-
са тела (гимнастика, фигурное катание, бег, плавание, 
триатлон, скалолазание). 

В 2014 году экспертами Международного олимпий-
ского комитета был предложен термин,  характеризую-
щий негативное  влияние занятий  спортом  на  организм 
- синдром  относительного  дефицита энергии в спорте 
(RED-S). В основе развития синдрома лежат метаболи-

ческие изменения, нарушения эндокринной системы 
(репродуктивной функции), сердечно-сосудистой и им-
мунной  систем, состояния костной ткани. В большей 
степени  симптомы RED-S характерны для лиц женско-
го пола, чем для мужского [42]. Раннее начало высоко-
интенсивных нагрузок в совокупности с поддержанием 
сниженной массы тела способствует отсрочке времени 
наступления менархе и снижению роста костей у дево-
чек-подростков [43]. Учитывая влияние эстрогенов на 
рост костной ткани, важно отметить вероятность того, 
что спортсменки с олиго/аменореей могут не достичь 
своего потенциально возможного роста костной массы. 
Дефицит эстрогенов влияет на микроархитектуру, ми-
неральную плотность костной ткани, что увеличивает 
частоту стрессовых переломов у подростков с наруше-
нием менструального цикла [44].    Снижение плотно-
сти костной ткани, нарушения менструального цикла и 
отрицательный энергетический баланс составляют так 
называемую триаду спортсменок. Если менструальная 
дисфункция у подростков-спортсменок в совокупности 
с дефицитом энергии в случае отсутствия необходимой 
коррекции в ближайшей перспективе может привести 
к снижению роста костей, то в долгосрочной перспек-
тиве - к преждевременному развитию остеопении и 
остеопороза, поэтому девушки-подростки с такими 
нарушениями должны в обязательном порядке наблю-
даться у гинеколога с коррекцией питания и режима 
тренировок [45]. 

Согласно исследованиям, проведенным при уча-
стии Федерального научно-клинического центра 
спортивной  медицины  и реабилитации  ФМБА  Рос-
сии [46],  верхние границы содержания концентрации 
общего тестостерона в сыворотке крови у юных спор-
тсменок составляют 2,04 нмоль/л в возрасте 14-15 лет 
и 2,28 нмоль/л – в возрасте 16-17 лет. Напряженные 
физические нагрузки в пубертатном периоде у дево-
чек могут сопровождаться андрогенной дисфункци-
ей, поэтому увеличение уровня тестостерона может 
служить сигналом для пересмотра тренировочного 
процесса и уменьшения физической нагрузки, а так-
же для консультации эндокринолога и гинеколога с 
целью выявления причин гормональных изменений 
(синдром поликистозных яичников, дисфункции коры 
надпочечников) [47]. До наступления пубертатного 
возраста снижение уровня тестостерона у мальчиков 
часто ассоциировано  с  отставанием  в  росте/весе 
и может быть связано с отставанием физического  и  
полового  развития. В дальнейшем в большинстве 
случаев происходит закономерное повышение  уров-
ня тестостерона  в  крови и скачок роста. В случае 
снижения уровня общего тестостерона у юношей в 
возрасте  16-17  лет  до значений менее 12 ммоль/л 
целесообразна консультация врача по спортивной ме-
дицине для выявления синдрома RED-S. Длительное 
снижение уровня гормона до значений показателя ме-
нее 8 нмоль/л при задержке роста и полового развития 
и отсутствии данных  о  наличии  синдрома  RED-S, 
является показанием для направления подростка на 
консультацию к эндокринологу 1.  

Для оценки тренировочных нагрузок в спортивной 
1 Столярова С.А., Окороков П.Л., Гришина Ж.В., Калугина Ю.С. Осо-
бенности гормонального статуса и диагностики эндокринной патоло-
гии у несовершеннолетних спортсменов. Методические рекоменда-
ции. М.: ФГБУ «ФНКЦ детей и подростков ФМБА России»; 2023. 
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медицине распространен коэффициент соотношения 
концентрации тестостерона и кортизола, снижение ко-
торого сопровождается снижением спортивной резуль-
тативности [48]. Кортизол является гормоном, содержа-
ние которого отражает выраженность катаболических 
реакций, таким образом, соотношение тестостерон/
кортизол характеризует баланс между анаболически-
ми и катаболическими процессами в организме. Этот 
гормон регулирует углеводный обмен, усиливает ката-
болизм белков, окисление свободных жирных кислот, 
стимулирует активность симпатико-адреналовой си-
стемы, оказывает влияние на когнитивные способности 
и эмоциональное состояние. Увеличение концентрации 
кортизола в крови требует продолжительности упраж-
нений не менее 20 минут и интенсивности, равной не 
менее 60% от максимального потребления кислорода 
[49].  Стойкое и длительное увеличение уровня кор-
тизола вследствие интенсивных физических нагрузок 
может иметь негативный эффект: повреждение,  замед-
ление процессов восстановления и регенерации мы-
шечной ткани, снижение уровня гликогена, снижение 
иммунной защиты, ухудшение психологического ста-
туса, что закономерно приведет к ухудшению спортив-
ных результатов [50]. Повышенный уровень кортизола 
может ослаблять образование тестостерона и эстрадио-
ла через угнетение секреции гонадотропных гормонов 
и/или избирательное снижение секреции надпочечни-
ками стероидов-предшественников [51]. Поскольку 
увеличение уровня кортизола может снижать секрецию 
эстрадиола, тестостерона и влиять на сроки полового 
созревания, при  планировании тренировочного про-
цесса с увеличением объема физической нагрузки сле-
дует учитывать возможные антигипертрофические ре-
акции и ингибирующее влияние повышенного уровня 
кортизола на допубертатное созревание и развитие в 
пубертатном периоде [34]. 

Диапазоны значений кортизола в сыворотке крови 
у юношей-спортсменов 14-15 лет и 16-17 лет соста-
вили 211,1-700,8 нмоль/л и 232,8-756,0 нмоль/л соот-
ветственно, у спортсменок такого же возраста - 198,9-
699,3 нмоль/л и 186,5-758,2 нмоль/л соответственно. 
Увеличение уровня этого гормона имеет стрессорную 
природу и характерно для физических нагрузок [45]. 

Для оценки направленности биохимических про-
цессов у спортсменов используют индекс анаболизма 
(ИА): ИА = ([тестостерон] / [кортизол]) х 100%. Сниже-
ние ИА может происходить как за счет снижения уров-
ня тестостерона, так и/или за счет увеличения концен-
трации кортизола. Значения cut off индекса анаболизма, 
свидетельствующие о перенапряженности физиологи-
ческих систем у разных авторов отличаются. Одни ис-
следователи критическими считают значение индекса 
ниже 5% с устойчивой тенденцией  к  дальнейшему  
снижению, свидетельствующему  о развитии дезадап-
тации2, другие авторы в качестве критерия физиоло-
гической напряженности рассматривают значения ИА 
менее 3% [52]. Также снижение индекса более чем на 
2Выходец И.Т., Дидур М.Д.,  Каргашина А.С., Лобов А.Н., Мирошни-
кова Ю.В. и др. Клинические  рекомендации  по  диагностике  и  ле-
чению  общего  и  частных  синдромов перенапряжения  центральной  
нервной  системы,  сердечно-сосудистой  системы,  опорно-двигатель-
ного  аппарата,  иммунной  системы  и  переутомления  у  спортсменов  
высокой квалификации.  М.:  ФМБА России; 2018. 

30% по сравнению с исходным уровнем рассматривает-
ся как маркер синдрома перетренированности [53]. 

Коэффициент ИА положительно коррелирует с по-
казателями физической подготовленности. Так, ре-
зультаты исследования H. Nobari и соавт. [54] показа-
ли ассоциацию средней силы между соотношением 
тестостерон/кортизол и изометрической мышечной 
силой четырехглавой мышцы бедра после сезона тре-
нировок у подростков-футболистов. Авторы считают, 
что подростки с повышенным по сравнению с другими 
ребятами уровнем тестостерона и индекса анаболизма 
имеют больше шансов добиться лучшей спортивной 
подготовленности, чем подростки с меньшим значени-
ем этих показателей. 

Стоит, однако, обратить внимание на неоднознач-
ность трактовки полученного после тренировок ре-
зультата  ИА, которая может быть связана с тем, что 
после тренировки вместо ожидаемого нормального или 
повышенного уровня кортизола у детей и подростков 
может наблюдаться гипокортизолемия (<150  нмоль/л), 
которая может расцениваться  как  проявление  деза-
даптации  гипофизарно-надпочечниковой системы к 
высоким физическим нагрузкам2, обусловленное зна-
чительным ростом потребления этого гормона после 
высокоинтенсивной физической нагрузки и недоста-
точной адаптацией к стрессовому воздействию [55]. 
Временный дефицит кортизола в таком случае стоит 
рассматривать как нормальную физиологическую ре-
акцию на стрессовый фактор. В дальнейшем организм 
может предотвращать этот дефицит за счет стимуля-
ции синтеза кортизола и повышения его доступности 
в начале стресса, а затем - ускорения реакции сниже-
ния уровня кортизола и быстрого восстановления его 
прежнего уровня.  Последующий избыток кортизола, 
который сохраняется еще некоторое время после того, 
как действие стрессора прошло, уменьшается, обеспе-
чивая таким образом гомеостаз [56]. В случае как дли-
тельного стойкого повышенного уровня кортизола, так 
и длительного снижения его концентрации, целесоо-
бразно динамическое наблюдение с целью исключения 
дисфункции надпочечников.

Несмотря на возможные сложности трактовки полу-
ченного результата ИА, использование этого показате-
ля у детей и подростков-спортсменов с уточнением его 
значения cut off как критерия развития дезадаптации, 
может оказаться полезным для контроля адекватности 
дозирования нагрузки во время тренировочного про-
цесса и оценки рисков развития переутомления для 
того, чтобы в случае необходимости  принять профи-
лактические меры с целью повышения спортивной ре-
зультативности. 

Перетренированность может быть связана с дис-
балансом между половыми гормонами. Показано, что 
соотношение тестостерон/эстрадиол было снижено 
почти в 2 раза у перетренированных спортсменов по 
сравнению с остальными спортсменами, что связано с 
увеличением уровня секреции эстрадиола из-за повы-
шения активности ароматазы [57]. 

Научные данные свидетельствуют о том, что в ре-
зультате интенсивных тренировок у детей препубертат-
ного и пубертатного возраста происходит увеличение 
в крови концентрации провоспалительных цитокинов 
[58], являющихся мощными активаторами гипотала-
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мо-гипофизарно-надпочечниковой системы и вызыва-
ющими, с одной стороны, выброс кортикотропин-ри-
лизинг-гормона, адренокортикотропного  гормона  и  
кортизола,  а  с  другой - подавление секреции тесто-
стерона и соматомедина [59]. Увеличение содержания 
провоспалительных цитокинов отражает не только 
негативную катаболическую сторону напряженности 
физиологических систем организма: IL-6 может ре-
гулировать рост мышц, оказывать влияние на фактор 
роста эндотелия сосудов и фактор роста фибробластов, 
стимулируя, таким образом ангиогенез, индуцирует ли-
полиз, подавляет выработку фактора некроза опухоли 
[60]. Следовательно,  увеличение содержания IL-6 мо-
жет играть потенциально полезную роль в адаптации к 
физическим нагрузкам.

Полагаем, что при анализе эндокринных изменений 
у спортсменов в ответ на интенсивные тренировки це-
лесообразно учитывать различные факторы, способ-
ные оказать влияние на результат, поэтому при взятии 
крови для исследований желательно следовать следую-
щим рекомендациям: 

1) принимать во внимание циркадные ритмы гормо-
нов, 

2) у девочек должна учитываться фаза менструаль-
ного цикла и возможные его нарушения,

3) для общей оценки гормонального статуса спор-
тсмена без учета динамических изменений забор крови 
желательно осуществлять после 1-3 дней отдыха,

4) для оценки гормональной реакции на высокоин-
тенсивную мышечную нагрузку забор крови выпол-
нять до тренировки, после нее и далее, если требуется 
оценка динамических постнагрузочных изменений и 
уточнение длительности восстановительного периода,

5) взятие крови осуществлять в спокойном состоя-
нии, не на фоне стресса. 

Заключение. Таким образом, гормональный гомео-
стаз у детей и подростков-спортсменов отражает ген-
дерные, физиологические, возрастные особенности и 
адаптационные возможности  организма. Гормональ-
ный стероидный паспорт может быть использован при 
планировании тренировочного процесса и организации 
профилактических мероприятий с целью предупреж-
дения негативных последствий высокоинтенсивных 
нагрузок.

Перспективными направлениями для дальнейших 
исследований эндокринного статуса  у детей и под-
ростков-спортсменов могут быть изучение адаптивных 
гормональных реакций в ответ на физические нагруз-
ки различного типа и интенсивности, уточнение связи 
гормональных изменений в различные фазы менстру-
ального цикла и спортивной результативности, а также 
исследование долгосрочного влияния изменений со-
держания половых гормонов на эффективность трени-
ровочного процесса.
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ОПТИМИЗАЦИЯ ТОНКОИГОЛЬНОЙ АСПИРАЦИОННОЙ БИОПСИИ  
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Цель работы - повысить информативность тонкоигольной аспирационной биопсии (ТАБ) узловых образований щитовид-
ной железы (ЩЖ) для дифференциальной диагностики доброкачественной и злокачественной патологии путём дополни-
тельного исследования белков в смыве аспирата из иглы после пунктирования узлов. Клиническую группу составили 138 
пациентов с неопределёнными результатами после цитологического исследования аспирата узлов ЩЖ, полученного при 
тонкоигольной биопсии (категория III-V по Bethesda). По итогам гистологического исследования операционных образцов 
рак ЩЖ идентифицирован у 63 больных, доброкачественная патология у 75 пациентов. При проведении ТАБ остаток из 
иглы смывали двукратно 1 мл физиологического раствора и методом ИФА определяли концентрацию белков фибронектина 
1 и секретируемого белка 1, родственного Frizzled. Для доказательства связи изменения концентрации изучаемых белков в 
аспирате с онкогенезом, определяли экспрессию генов FN1 и SFRP1 в опухолевых клетках операционных образцов тканей, со-
держание одноименных белков в гомогенате опухоли. Установлена прямая статистически значимая корреляционная зависи-
мость между концентрацией веществ в аспирате, гомогенате опухоли, экспрессией генов в опухолевых клетках. У больных 
раком ЩЖ по сравнению с пациентами с доброкачественной патологией концентрация фибронектина 1 в аспирате в 2,7 
раза выше (р<0,001), уровень SFRP1 ниже на 35,5% (p<0,001). Дифференциально разделительный уровень в аспирате для 
диагностики злокачественных заболеваний ЩЖ для фибронектина 1 составил более 57,4 нг/мл (чувствительность 92,06% и 
специфичность 94,67%, p<0,001), для SFRP1 ниже 92,5 пг/мл (чувствительность 90,48% и специфичность 89,33%, p<0,001). 
Диагностическая информативность анализа концентрации фибронектина 1 и SFRP1 в аспирате, полученном при ТАБ узлов, 
высокая и может быть использована для разграничения доброкачественной и злокачественной патологии ЩЖ.
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OPTIMIZATION OF FINE-NEEDLE ASPIRATION BIOPSY OF THYROID NODES USING LABORATORY 
DIAGNOSTICS METHODS

1Rostov State Medical University of the Ministry of Health of Russia, 344002, Rostov-on-Don, Russia;
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The purpose of the work was to increase the information content of fine-needle aspiration biopsy (FNA) of thyroid nodules for the 
differential diagnosis of benign and malignant pathology by additional study of proteins in the aspirate washout from the needle after 
puncture of the nodes. The clinical group consisted of 138 patients with indeterminate results after cytological examination of thyroid 
nodule aspirate obtained by fine-needle biopsy (Bethesda category III-V). Based on the results of histological examination of surgical 
samples, thyroid cancer was identified in 63 patients, and benign pathology in 75 patients. During FNA, the residue from the needle 
was washed off twice with 1 ml of saline solution and the concentration of fibronectin 1 proteins and secreted protein 1, related to 
Frizzled, was determined by enzyme immunoassay. To prove the connection of changes in the concentration of the studied proteins in 
the aspirate with oncogenesis, the expression of the FN1 and SFRP1 genes in tumor cells of surgical tissue samples, the content of 
the proteins of the same name in the tumor homogenate were determined. As a result, a direct statistically significant correlation was 
established between the concentration of substances in the aspirate, tumor homogenate, and gene expression in tumor cells. In patients 
with thyroid cancer, compared with patients with benign pathology, the concentration of fibronectin 1 in the aspirate is 2,7 times higher 
(p<0,001), and the SFRP1 level is 35,5% lower (p<0,001). The differential separation level in aspirate for the diagnosis of malignant 
thyroid diseases for fibronectin 1 was more than 57,4 ng/ml (sensitivity 92,06% and specificity 94,67%, p<0,001), and for SFRP1 
below 92,5 pg/ml (sensitivity 90,48% and specificity 89,33%, p<0,001). Thus, the diagnostic information content of the analysis of the 
concentration of fibronectin 1 and SFRP1 in the aspirate obtained with TAB nodes is high and can be used to distinguish benign and 
malignant thyroid pathology.

https://elibrary.ru/zbrtfx



98

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2025;70(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-97-101 
EDN: ZBRTFX

BIOCHEMISTRY 

Key words: thyroid cancer; fine needle aspiration biopsy; fibronectin 1; Frizzled-related secreted protein 1

For citation: Alnikin A.B., Maksimov A.Yu., Engibaryan M.A., Demidova A.A. Оptimization of fine-needle aspiration biopsy of 
thyroid nodes using laboratory diagnostics methods. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diag-
nostics). 2025; 70 (2):  97-101 (in Russ.).   
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-97-101 
EDN: ZBRTFX
For correspondence: Demidova A.A., doctor of Medical Sciences, Associate Professor, head of department; е-mail: alald@inbox.ru
Information about authors:
Alnikin A.B., 	 https://orcid.org/0000-0002-6853-766X;
Maksimov A.Yu., 	 https://orcid.org/0000-0002-1397-837X;
Engibaryan M.A., 	https://orcid.org/0000-0001-7293-2358;
Demidova A.A., 	 https://orcid.org/0000-0003-3545-9359.
Acknowledgments.  The study had no sponsor support.
Conflict of interest. The authors declare no conflicts of interests.
Received 	29.05. 2024
Accepted 	25.06.2024
Published 25.01.2025

Введение. Основными способами диагностики рака 
щитовидной железы (ЩЖ) являются ультразвуковой 
метод и цитологическое исследование образцов, полу-
ченных с помощью тонкоигольной аспирационной би-
опсии [1]. Благодаря быстрому развитию высокопро-
изводительных методов лабораторной диагностики в 
клиническую практику внедрено использование новых 
перспективных биомаркеров рака ЩЖ, дополняющих 
стандартные методы исследования [2,3]. В сложных 
диагностических условиях при «неопределенном» цито-
логическом заключении после тонкоигольной аспираци-
онной биопсии узлов ЩЖ дополнительное лаборатор-
ное исследование маркёров в различных биологических 
средах может повысить информативность при проведе-
нии дифференциальной диагностики между доброкаче-
ственными и злокачественными заболеваниями железы 
[4]. В качестве онкомаркёра для диагностики медулляр-
ного рака ЩЖ рассматривают кальцитонин сыворотки 
крови, от концентрации тиреоглобулина в крови зависит 
стратегия радиойодтерапии при дифференцированных 
раках ЩЖ [5,6]. Появляются публикации, где предлага-
ется проводить дифференциальную диагностику между 
доброкачественной и злокачественной патологией ЩЖ 
на основании анализа концентрации тиреоглобулина, 
галектина-3, раково-эмбрионального антигена, хорио-
нического гонадотропина в смыве аспирата из иглы при 
пунктировании узлов [7-9]. Развитие методики тонкои-
гольной аспирационной биопсии видится в дальнейшем 
целенаправленном поиске информативных биомаркё-
ров, которые наряду с цитологическим заключением по-
зволят дифференцировать доброкачественную и злока-
чественную патологию ЩЖ.

Цель работы - повысить информативность тонкои-
гольной аспирационной биопсии узловых образований 
ЩЖ для дифференциальной диагностики доброкаче-
ственной и злокачественной патологии путём допол-
нительного исследования белков в смыве аспирата из 
иглы после пунктирования узлов.

Материал и методы. 477 больным с узловыми об-
разованиями ЩЖ после УЗИ с категорией TI-RADS 3 
(n=81) и 4a (n=396) проводили тонкоигольную аспира-
ционную биопсию узлов и отбирали в клиническую 
группу пациентов с неопределёнными результатами 

после цитологического исследования (категория III-V 
по Bethesda) [10]. Клиническая группа включала 138 
пациентов: 124 человека с категорией по Bethesda III-
IV и 14 больных с категорией по Bethesda V.

Критерии включения пациентов в исследование: 
узловые образования ЩЖ по результатам ультразву-
кового исследования; неопределённое цитологическое 
заключение после тонкоигольной аспирационной би-
опсии (III-V категория по классификации Bethesda); 
хирургическое лечение с гистологическим исследова-
нием операционных образцов ткани ЩЖ; отсутствие 
локорегионарных или отдалённых метастазов.

Критерии исключения: противоопухолевое лечение 
до операции; онкологические заболевания иной лока-
лизации; нарушение пациентом кратности обследова-
ний в динамике.

Сложная диагностическая ситуация больных клини-
ческой группы обусловлена неопределённым заключе-
нием по итогам УЗИ и тонкоигольной аспирационной 
биопсии, отсутствием экстратиреоидной инвазии опу-
холи, поражения локорегиональных или отдалённых 
лимфоузлов.

Все пациенты подписывали добровольное инфор-
мированное согласие для участия в исследовании. Ис-
следование одобрено Локальным этическим комитетом 
ФГБОУ «Ростовский государственный медицинский 
университет» Минздрава России и ФГБУ «НМИЦ онко-
логии» Минздрава России. Соблюдались этические прин-
ципы проведения медицинских исследований с участием 
человека в качестве субъекта согласно Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации.

При проведении тонкоигольной аспирационной би-
опсии необходимая часть аспирата использована для 
цитологических мазков. Далее остаток из иглы смы-
вали двукратно 1 мл физиологического раствора и по-
мещали содержимое в пробирку, центрифугировали и 
отбирали супернатант. Для определения концентрации 
белков фибронектина 1 и SFRP1 в смыве иглы для би-
опсии осуществляли иммуноферментный анализ. Ис-
пользовали набор Fibronectin ELISA Kit (Technoclone, 
США) и набор Human Secreted Frizzled-Related Protein 
1 (SFRP1) ELISA Kit (Cloud-Clone Corp., США). Счи-
тывание поглощения образцов проводили при 450 нм с 
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использованием микропланшетного спектрофотометра 
Synergy H1 (BioTek, США).

Ввиду сложной диагностической ситуации все 138 
больных были прооперированы. По итогам гистологи-
ческого исследования операционных образцов опухоле-
вых образований у 63 больных верифицирован рак ЩЖ, 
у 75 больных доброкачественные заболевания ЩЖ. Ре-
зультаты дооперационной оценки концентрации белков 
фибронектина 1 и SFRP1 в смыве иглы ретроспективно 
сравнивали с гистологическим заключением опухоле-
вых узлов как с золотым стандартом диагностики.

У больных раком ЩЖ оценку экспрессии фибро-
нектина I и SFRP1 раковыми клетками осуществляли 
путём определения концентрации мРНК соответствую-
щих генов методом ПЦР в реальном времени в опухо-
левых срезах операционных образцов. Концентрацию 
фибронектина 1 и SFRP1 измеряли непосредственно в 
опухолевых гомогенатах. С помощью корреляционного 
анализа оценивали тесноту связи между концентраци-
ей белков в аспирате на дооперационном этапе обсле-
дования и их уровнем в опухолевой ткани.

При оценке экспрессии генов FN1 и SFRP1 в опухо-
левых клетках операционных образцов ЩЖ РНК выде-
ляли с использованием набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
США) для ткани. ПЦР-РВ осуществляли с использова-
нием красителя SYBR GREEN (Qiagen, США) и термо-

циклера LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Германия). 
Уровни экспрессии генов FN1 и SFRP1 в опухолевой 
ткани сопоставляли с референсным геном GAPDH и 
выражали в относительных единицах.

Гомогенат операционных образцов опухоли и участ-
ка ткани из перифокальной зоны готовили с помощью 
гомогенизатора Bio-Gen PRO200 (PRO Scientific Inc., 
США) при скорости 10 тыс. об/мин. Гомогенизацию 
проводили в фосфатно-солевом буфере PBS (EURx, 
Польша) в соотношении 9:1 (объём PBS/вес ткани). 
После центрифугирования отбирали супернатант.

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с помощью программ Statistica 12.0 (StatSoft, 
США) и MedCalc (Software Ltd, США).

Результаты и обсуждение. Клиническую группу 
больных (n=138) составили 31 (22,5%) мужчина и 107 
(77,5%) женщин. Возраст мужчин варьировал от 25 
до 79 лет, в среднем составив 50,4±3,7 года. Возраст 
женщин колебался от 21 до 76 лет, среднее значение 
46,2±4,5 года. Соотношение между злокачественными 
и доброкачественными образованиями ЩЖ составило 
63 (45,7%) и 75 (54,3%). I стадия рака ЩЖ диагности-
рована у 49 (77,8%), II у 14 (22,2%) пациентов.

Распределение больных в зависимости от стадии 
pTNM по итогам послеоперационного обследования 
представлено в табл. 1.

Т а б л и ц а  1
Распределение больных раком ЩЖ клинической группы (n=63) в зависимости от стадии (AJCC, 8-е издание, 2017)

Стадия
Число больных

Абс. %
T1aN0M0 7 11,1
T1bN0M0 13 20,6
T2N0M0 24 38,1
T3aN0M0 19 30,2
Всего 63 100,0

У больных клинической группы отсутствовали экс-
тратиреоидная инвазия опухоли, локорегиональные и 
отдалённые метастазы. Папиллярная карцинома ЩЖ 
встречалась в 69,8% (n=44), включая фолликулярный 
вариант папиллярной карциномы ЩЖ у 12 больных, 
фолликулярная карцинома в 20,6% (n=13), медулляр-
ный рак ЩЖ в 9,5% (n=6).

Всем пациентам клинической группы проводили 
радикальное хирургическое лечение.

Белки фибронектин 1 и SFRP1 при отсутствии опу-
холевого процесса в организме выполняют различные 
функции и не являются специфическими маркёрами 
злокачественного процесса. При существенном изме-
нении экспрессии белков раковыми клетками, их зна-
чимость для онкогенной трансформации и прогресси-
рования злокачественных опухолей может измениться. 
Например, белок галектин-3, отвечая за широкий круг 
биологических функций, включая регуляцию воспале-
ния, фиброгенеза, пролиферацию миофибробластов и 
ремоделирования камер сердца, длительное время ис-
пользовался как маркёр сердечно-сосудистой патоло-
гии. В последнее время доказанный факт его усилен-
ной экспрессии опухолевыми клетками при фоллику-
лярном раке ЩЖ послужил основанием для оценки 

его концентрации в биоптате при диагностике данного 
злокачественного заболевания [6].

Фибронектин 1 представлен гликопротеином вне-
клеточного матрикса, определяющим пролиферацию, 
адгезию, распространение, миграцию, дифференци-
ровку и апоптоз клеток, в том числе онкогенную транс-
формацию [11]. Фибронектин 1 участвует в развитии 
карцином посредством усиления сродства рецепторов 
a4 b1 с интегринами. Доказано, что экспрессия фибро-
нектина 1 в раковых клетках карцином желудка, мо-
лочной железы, толстой кишки, светлоклеточного рака 
почки повышается [12]. Адгезия клеток карциномы к 
фибронектину усиливает туморогенность и придаёт 
устойчивость к химиотерапевтическим агентам, ин-
дуцирующим апоптоз. Фибронектин 1 рассматривают 
как потенциальный биомаркёр радиорезистентности, 
его экспрессию анализируют при формировании про-
гноза течения злокачественного заболевания [13]. Мно-
гие сигнальные пути вовлечены в патогенез рака ЩЖ, 
в том числе и передача сигналов Wnt [14]. Секретируе-
мый белок семейства Frizzled (Secreted Frizzled-Related 
Protein 1, SDFRP 1) является важным представителем 
семейства секретируемых белков, связанных с Frizzled 
и выступает как антагонист сигнального пути Wnt, что 
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объясняет его участие в онкогенезе [15].
Величины относительного коэффициента изменения 
экспрессии генов в опухолевых клетках по отношению 

к перифокальной зоне железы у больных клинической 
группы с учётом гистотипа опухоли представлены в 
табл. 2.

Т а б л и ц а  2
Относительный коэффициент изменения экспрессии генов в опухолевых клетках (Ме [25-75]) у пациентов с раком ЩЖ различного 

гистотипа по отношению к перифокальной зоне железы

Ген
Относительная экспрессия dCtзо/dCtузт

ПК/УЗТ (n=44) ФК/УЗТ (n=13) МК/УЗТ (n=6) р
SFRP1 0,78 [0,66-0,87]* 0,67 [0,53-0,75]* 0,52 [0,41-0,65]* 0,136
FN1 3,01 [2,56-3,34]* 1,89 [1,62-1,97]* 2,01 [1,87-2,21]* 0,001

Примечание. УЗТ – условно здоровая ткань, ПК – папиллярная карцинома, ФК – фолликулярная карцинома, МК – медуллярная карцино-
ма. * - статистически значимые различия по сравнению с условно здоровой тканью при p<0,05, р – доверительная вероятность различия 
показателя в трех группах.  

У больных раком ЩЖ независимо от гистологиче-
ского типа опухоли экспрессия гена FN1 в сравнении с 
перифокальной тканью железы повышалась, экспрес-
сия гена SFRP1 снижалась. Усиленная экспрессия гена 
FN1 и снижение экспрессии гена SFRP1 в раковых клет-
ках лежали в основе изменения синтеза одноименных 
белков опухолевыми клетками при злокачественном за-
болевании ЩЖ. Концентрация фибронектина 1 в гомо-
генате фрагмента опухоли из операционных образцов, 
составила 128,9 [110,3-156,5] нг/мл, SFRP1 97,4 [90,1-
112,5] пг/мл.

У всех больных клинической группы в смыве 
аспирата, полученном при пункции узлов ЩЖ, непо-
средственно определяли концентрацию двух белков 
– фибронектина 1 и SFRP1. У больных с доброкаче-

ственными и злокачественными образованиями ЩЖ 
концентрация фибронектина 1 в пункционном аспира-
те соответствовала 33,8 [21,4-50,5] мкг/мл и 92,9 [74,1-
115,4] мкг/мл, соответственно. У больных раком ЩЖ 
концентрация биомаркера в 2,7 раза выше по сравне-
нию с пациентами с доброкачественной патологией 
(р<0,001).

У больных раком ЩЖ уровень SFRP1 в аспирате 
(72,1 [45,3-93,5] пг/мл) ниже на 35,5% (p<0,001) по срав-
нению с аналогичным показателем у пациентов с добро-
качественными опухолями (111,7 [91,4-133,6] пг/мл).

Уровни содержания фибронектина 1 и SFRP1 в аспирационном биоптате узлов у больных ра-
ком ЩЖ в зависимости от гистологического типа 
опухоли представлены в табл. 3.

Т а б л и ц а  3
Концентрация фибронектина 1 и SFRP1 в аспирационном биоптате узлов у больных раком ЩЖ в зависимости  

от гистологического типа опухоли

Гистотип опухоли SFRP1 аспирата, пг/мл Фибронектин 1 аспирата, нг/мл
ПК (n=32) 67,4 [53,3-89,2] 84,9 [74,0-110,5]
ФК (n=13) 80,3 [67,4-94,9] 91,8 [77,3-114,8]
ФВ ПК (n=12) 78,4 [61,6-93,8] 93,6 [79,5-115,2]
МК (n=6) 46,8 [43,1-57,5] 115,4 [110,4-119,1]
p 0,002 0,295

Примечание. ПК – папиллярная карцинома, ФК – фолликулярная карцинома, ФВ – фолликулярный вариант, МК – медуллярная карци-
нома.

У пациентов с медуллярной карциномой ЩЖ кон-
центрация SFRP1 в аспирате имела наименьшее значе-
ние, что обусловило статистически значимое различие 
(р=0,002) в четырёх подгруппах в зависимости от ги-
стологического типа опухоли. Содержание фибронек-
тина 1 в аспирате не зависело от гистологического типа 
опухоли.

Коэффициент корреляции между уровнями изучае-
мых белков в гомогенате опухоли и аспирате, получен-
ном при биопсии, составил для фибронектина R=0,79 
(р=0,001) и для SFRP1 R=0,72 (p=0,004). Коэффициент 
корреляции между экспрессионной активностью ге-
нов FN1, SFRP1 и концентрацией одноименных белков 
в аспирате соответствовал для фибронектина R=0,73 
(р=0,003) и для SFRP1 R=0,67 (p=0,009). Между экс-
прессией генов FN1, SFRP1 в опухолевых клетках, а 
также концентрацией соответствующих белков в гомо-

генате опухоли, с одной стороны, и содержанием этих 
же белков в аспирате, полученном при тонкоигольной 
биопсии, установлена статистически значимая прямая 
связь. Данное обстоятельство явилось обоснованием 
для оптимизации диагностических возможностей тон-
коигольной аспирационной биопсии путём определе-
ния концентрации белков фибронектина 1 и SFRP1 в 
аспирате.

С помощью ROC анализа оценена диагностическая 
информативность определения содержания фибро-
нектина 1 и SFRP1 в аспирате, полученном при тон-
коигольной биопсии узлов ЩЖ. Больным со злока-
чественными образованиями ЩЖ присвоен ранг 1, с 
доброкачественными опухолями ранг 0. Сопоставлена 
чувствительность и специфичность разделения паци-
ентов на два ранга при различных концентрациях фи-
бронектина 1 и SFRP1 в пункционном аспирате.

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2025;70(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-97-101 
EDN: ZBRTFX

BIOCHEMISTRY 



101

При уровне фибронектина 57,4 нг/мл чувствитель-
ность и специфичность имели максимальные значения. 
Данный уровень считали дифференциально раздели-
тельным. При превышении фибронектина 1 более 57,4 
нг/мл в аспирате, полученном при ТАБ, диагноз рака 
ЩЖ устанавливали с чувствительностью 92,06% и 
специфичностью 94,67% (p<0,001).

Дифференциальный разделительный уровень SFRP1 
в пункционном аспирате при диагностике рака ЩЖ со-
ставил 92,5 пг/мл. При снижении концентрации SFRP1 
ниже 92,5 пг/мл, диагноз рака ЩЖ устанавливали с 
диагностической чувствительностью 90,48% и спец-
ифичностью 89,33% (p<0,001).

Диагностическая информативность определения 
фибронектина 1 и SFRP1 в аспирате, полученном при 
тонкоигольной аспирационной биопсии, высокая и мо-
жет быть использована для разграничения доброкаче-
ственной и злокачественной патологии ЩЖ.

Заключение. При неопределённом цитологическом 
заключении после тонкоигольной биопсии узлов ЩЖ 
рекомендуется при повторной пункции смыв из иглы 
рассматривать как информативную биологическую 
среду для определения концентрации биомаркёров. В 
супернатанте аспирата, полученном при тонкоиголь-
ной аспирационной биопсии, необходимо определять 
концентрацию белков фибронектина 1 и секретиру-
емого белка 1, родственного Frizzled. Определение 
концентрации белков в аспирате расширяет диагно-
стическую информативность биопсии узлов ЩЖ. При 
превышении в аспирате фибронектина 1 более 57,4 нг/
мл, чувствительность диагностического заключения о 
раке ЩЖ составляет 92,06%, специфичность 94,67% 
(p<0,001). При снижении в аспирате концентрации 
SFRP1 ниже 92,5 пг/мл, диагноз рака ЩЖ устанавли-
вают с диагностической чувствительностью 90,48% и 
специфичностью 89,33% (p<0,001).
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Вареха Н.В.1, Стуклов Н.И.1, Гимадиев Р.Р.1,2, Варакина-Митрай К.А.2

ИСКУССТВЕННЫЙ ИНТЕЛЛЕКТ В ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ 
ЖЕЛЕЗОДЕФИЦИТНОЙ АНЕМИИ (обзор литературы)

 1ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», 117198, Москва, Россия; 
2ООО «ЛабХаб», 119002, Москва, Россия

Обзор посвящен искусственному интеллекту в диагностике железодефицитной анемии (ЖДА) с помощью алгоритмов ма-
шинного обучения (МО) на основе данных клинического анализа крови (КАК) и лабораторных показателей обмена желе-
за. Приведены исследования по разработке, внедрению и оценке алгоритмов МО, которые: 1) позволяют спрогнозировать 
концентрацию показателей обмена железа (в частности, сывороточного ферритина) на основе минимального набора ла-
бораторных тестов (алгоритмы регрессии); 2) автоматически оценивают риск дефицита железа (ДЖ) в организме, от-
ражаемого низким уровнем ферритина в сыворотке крови пациентов с анемией (алгоритмы классификации); 3) позволяют 
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Введение. По данным Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ), железодефицитная анемия (ЖДА) 
является наиболее распространенным типом анемии в 
мире. Так, 33% небеременных женщин, 40% беремен-
ных женщин и 42% детей во всем мире страдают ЖДА 
[1, 2]. Несмотря на то, что течение ЖДА обычно лег-
кое, у ряда пациентов может вызывать нарушение ког-
нитивных и двигательных функций, внутриутробную и 
материнскую смертность, а также сердечную недоста-
точность [3, 4].

Для выявления дефицита железа (ДЖ) в клинической 
практике чаще всего применяется анализ содержания 
ферритина сыворотки (ФС), который считается наибо-
лее объективным показателем. Однако анализ ФС плохо 
гармонизирован, а при установке референcных интерва-
лов и интерпретации результатов необходимо учитывать 
различия между тест-системами [5]. Кроме того, диа-
гностика ДЖ осложнена выраженным влиянием остро-
го и хронического воспаления на показатели ФС у кон-
кретного пациента. Диагностику ДЖ затрудняют другие 
микроцитарные гипохромные анемии иной этиологии: 
α- и β-талассемии, анемия хронических болезней (АХБ), 
врожденные и приобретенные сидеробластные анемии, 
например, свинцовая интоксикация [6].

В последние годы внимание исследователей было 
сосредоточено на расширении возможностей искус-
ственного интеллекта (ИИ) и инструментов систем 
поддержки принятия врачебных решений (СППВР) в 
диагностике ЖДА. ИИ как направление, ориентирован 
на создание систем, которые выполняют такие зада-

чи, как рассуждение, понимание естественного языка, 
распознавание закономерностей и принятие решений. 
В рамках ИИ существует направление, известное как 
машинное обучение (МО), в рамках которого использу-
ют алгоритмы и статистические методы, позволяющие 
компьютерам «учиться» и делать прогнозы на основе 
имеющихся данных. По сути, МО фокусируется на ме-
тодах, которые позволяют ИИ улучшать свою произво-
дительность с течением времени, в случае появления 
дополнительных данных. 

Для прогнозирования результатов лабораторных 
исследований различие между ИИ и МО является кри-
тическим. ИИ может использовать различные методы, 
включая системы на основе правил и экспертные си-
стемы, для разработки рекомендаций на основе боль-
шого набора данных имеющихся результатов лабора-
торных анализов. В то же время МО использует суще-
ствующие большие массивы данных для выявления 
закономерностей и корреляций, которые могут быть не 
сразу очевидны эксперту. Например, посредством МО 
на основе результатов проведенных лабораторных ис-
пытаний система может научиться предсказывать бу-
дущие результаты на основе новых входных данных, 
предлагая уровень точности и эффективности, которо-
го традиционные методы программирования могут не 
достичь. МО предоставляет возможность снизить на-
грузку врачей и сократить количество недиагностиро-
ванных случаев ДЖ.

История развития МО для диагностики ЖДА. 
Поиск статей на портале PubMed показал, что первая 

Рис. 1. Статистика публикаций на научном ресурсе PubMed по запросам “machine learning ferritin” и “artificial intelligence ferritin”.
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статья по запросу “artificial intelligence ferritin” была 
опубликована в 1998 году, в то время как по запросу 
“machine learning ferritin” первая публикация появилась 
только в 2003 году (рис. 1). Тем не менее, до 2018 года 
в научных журналах появлялись лишь единичные пу-
бликации по данным запросам. После 2018 года наблю-
дается резкий рост исследований на указанные темы с 
резким провалом в 2022 году, что может объясняться 
снижением финансирования научных исследований, не 
связанных с пандемией коронавируса.

В последние годы методы МО, представляющие со-
бой разновидность ИИ, успешно используются во мно-
гих областях: от классификации болезней до вычисли-
тельной биологии, от фармакологических исследова-
ний до биоинженерии [7]. Искусственные нейронные 
сети и алгоритмы глубокого обучения могут обучаться 
сами, организовывать, связывать нелинейные отноше-
ния и получать более конкретные результаты из связей 
между данными [8].

Между тем, еще в 1986 году была опубликована 

первая статья, в которой упоминается математический 
алгоритм для дифференциальной диагностики анемий 
«ANEMIA», разработанный в университете Рутгерса в 
США. Для создания системы использовалось всего 320 
клинических случаев, однако создатели предполагали, 
что доработка данного алгоритма позволит проводить 
дифференциальную диагностику 64 различных патоло-
гий, включая ЖДА, талассемии, АХБ и другие патоло-
гические состояния со схожими симптомами [9].

В 1989 году вышло сразу 3 статьи о разработке ком-
пьютерных экспертных систем (ЭС), способствующих 
дифференциальной диагностике различных типов ане-
мий (рис. 2). В одной из них ученые из США описали 
опыт создания ЭС для интерпретации микроцитарной 
анемии VP-Expert, работающей на персональном ком-
пьютере IBM. Система обрабатывала массив данных 
(результаты КАК, возраст и пол) в соответствии с набо-
ром логических правил, запрограммированных учены-
ми, и делала выводы о возможных вариантах микроци-
тарной анемии: α-, β-талассемия, ЖДА или АХБ [10].

Рис. 2. Статистика публикаций на научном ресурсе PubMed по запросам “Iron-deficiency anemia machine learning” и “Iron-deficiency anemia artificial intel-
ligence”.

Другая ЭС, разработанная на персональном ком-
пьютере Macintosh с использованием коммерчески 
доступной оболочки ИИ, сравнивала четыре различ-
ные дискриминантные функции для дифференциации 
микроцитарной анемии по этиологическим категориям 
[11]. Было использовано несколько баз данных, кото-
рые содержали, по крайней мере, несколько образцов 
от лиц с талассемией и от пациентов с ЖДА. Ни одна 
из существующих баз данных не показала удовлетво-
рительных результатов при использовании по отдель-
ности, наоборот, одна из них получила очень высокий 
уровень ложноположительных результатов. При этом 
эффективность диагностики несколько повысилась за 
счет объединения нескольких баз, что и послужило ос-
нованием для создания ЭС, использующей кластерный 
анализ и набор обучающих примеров. Входными дан-
ными, необходимыми для указанной ЭС с целью  по-
лучения заключения, явились: средний объем эритро-
цитов (MCV), число эритроцитов в литре крови (RBC) 

и ширина распределения эритроцитов (RDW), а также 
бинарное заключение о том, есть ли у пациента ане-
мия. На основании значений этих параметров ЭС мог-
ла дать «совет» относительно вероятности талассемии, 
ДЖ и/или других состояний, таких как предыдущие 
переливания крови, АХБ, лабораторная ошибка и т. д. 
Удивительно, но, несмотря на небольшую выборку ис-
пользуемых для программирования результатов анали-
зов, в проспективном исследовании система работала с 
точностью выше 85%. 

Разработка третьей ЭС проводилась на основе дан-
ных, полученных на гематологическом анализаторе 
Coulter S-Plus II [12]. Дискриминантные правила ал-
горитма были определены ретроспективно на основе 
многомерного анализа существующей базы данных. 
Используемыми параметрами были MCV, RDW, кон-
центрация гемоглобина в цельной крови (HGB), RBC, 
средний объем тромбоцитов (MPV) и число тромбо-
цитов (PLT). Впоследствии была оценена способность 
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системы выявлять талассемию и другие гемоглобино-
патии в выборке из 1671 женщины и 1490 мужчин в ре-
альных лабораторных условиях. 845 случаев микроци-
тоза были использованы для оценки реальной частоты 
диагностических групп, определенных с помощью ЭС 
«Micro Hema Screen». Точность экспертного заключе-
ния авторами не указана. 

Подобный “бум” интереса к теме в конце 1980-х го-
дов мог быть связан с повышением распространенно-
сти персональных компьютеров, способных совершать 
вычисления со скоростью на порядок выше челове-
ческой. Тем не менее, интерес к теме на протяжении 
длительного времени угас, и новый рост количества 
опубликованных статей по теме в базе PubMed начался 
только в 2011 году.

Алгоритмы МО для прогнозирования уровня по-
казателей обмена железа (алгоритмы регрессии). 
Задача прогнозирования количественных переменных 
на основе данных (регрессия) была реализована в Те-
геранской больнице Шариати в 2010 году. Разработана 
искусственная нейронная сеть (ANN) для прогнозиро-
вания концентрации сывороточного железа (СЖ) по 
показателям КАК: отношения количества эритроци-
тов к концентрации гемоглобина, MCV, среднему со-
держанию гемоглобина в эритроцитах (MCH), средней 
концентрации гемоглобина в эритроците (MCHC) [13]. 
Когорта пациентов составила 203 человека (92 мужчи-
ны и 111 женщин, средний возраст составил 55,8 ± 17,8 
лет). Участники исследования были случайным обра-
зом распределены на группы: для обучения модели и ее 
последующего тестирования. Среднее значение и стан-
дартное отклонение прогнозируемого и измеренного 
уровня СЖ составили 9,11 ± 6,46 и 9,10 ± 6,46 мкмоль/л 

соответственно. Кроме того, модель ANN показала вы-
сокую прогностическую ценность по сравнению с мо-
делью линейной регрессии (средняя абсолютная ошиб-
ка 0,022 против 7,042; коэффициент детерминации R2 
0,93 против 0,092 соответственно). 

Прогнозирование уровня ФС по другим лаборатор-
ным параметрам было выполнено в концептуальном 
исследовании Гарвардской медицинской школы [14]. 
Для обучения регрессионных моделей (на платформе 
Scikit-learn) использовались данные 3590 пациентов, 
для тестирования — 1358 пациентов. В перечень МО 
было включено до 40 входных параметров: разверну-
тый КАК, альбумин, общий белок, глюкоза, билирубин 
общий, щелочная фосфатаза, аланинаминотрансфераза 
(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), соотноше-
ние анионов и катионов плазмы (анионный разрыв), 
бикарбонаты, витамин B12, мочевина, креатинин, каль-
ций, калий, натрий, хлориды, СЖ, ФС, железосвязыва-
ющая способность сыворотки (ОЖСС), сывороточные 
белковые фракции, включая пол и возраст. Корреляция 
между концентрацией измеренного и смоделирован-
ного ФС достигала 0,732. Была выявлена умеренная 
корреляция с уровнем ФС (r=-0,62, 0,39 и 0,43) пока-
зателей ОЖСС, MCV и MCH. Также важно отметить 
размышления авторов о причинах значительного рас-
хождения содержания ФС у четырех пациентов. Они 
полагали, что в этих случаях прогнозируемый уровень 
ФС был более репрезентативен для определения ста-
туса железа у пациента, чем полученный в реальном 
измерении показатель (см. таблицу).                                                                                                        

Клинические случаи с расхождением измерен-
ного и прогнозируемого уровня ФС, представлен-
ные в работе  Y. Luo  и соавт. [14]

Случай Измеренный ФС, мкг/л Прогнозируемый ФС, мкг/л Предположение Комментарий

1 230 21 Не диагностированная ЖДА Измеренный ФС повышен 
вследствие воспаления

2 197 19
Восстановление запасов 
железа в организме при 

лечении ЖДА

Недавно завершен курс 
внутривенных инфузий железа

3 1768 9 Ограниченная база данных
Только два предикторных 
теста были включены в 

расчеты

4 364 20 Сложная гематологическая 
картина

Рекомендуется консультация 
гематолога

Алгоритмы МО для предиктивной диагностики 
ЖДА (алгоритмы классификации). Задача прогнози-
рования категориальных переменных на основе дан-
ных (классификация) позволяет оперативно и точно 
проводить диагностику ЖДА. Например, в одной из 
работ I. Azarkhish и соавторов [13] была разработана 
модель c использованием программного обеспечения 
MATLAB 7 для диагностики ЖДА (при уровне СЖ 
<7,13 мкмоль/л) на основе лабораторных данных: RBC, 
HGB, MCV, MCH, MCHC и СЖ. Из исследования были 
исключены пациенты с кровотечением и гемодиали-
зом. Для обучения модели использовались данные 149 
пациентов. Остальные данные (54 случая) использова-
лись для тестирования модели. Модель классификации 
ANN обладала высокой диагностической ценностью: 
AUC ROC составила 0,982 (p<0,00001), точность, чув-

ствительность и специфичность – 96,3, 96,8 и 95,6% 
соответственно. Таким образом, используя рутинные 
лабораторные данные, разработанная модель представ-
ляет собой новый высокоточный, неинвазивный, недо-
рогой и быстрый метод, который можно использовать в 
клинической практике при диагностике ЖДА. 

Y. Luo  и соавторы [14] в 2016 году разработали 
классификационную модель на основе МО, которая по-
зволяла с высокой точностью диагностировать ЖДА, 
используя демографические и лабораторные данные. 
По предлагаемым в работе критериям нижняя граница 
нормы ФС составила 10,0 мкг/л у лиц женского пола и 
30,0 мкг/л - у мужчин. В наборе данных для МО было 
включено в среднем 23 лабораторных показателя. Как 
в случае регрессии, так и при классификации, наиболее 
информативными признаками были показатели ОЖСС, 
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MCV и MCH. Демографические данные и результаты 
лабораторных анализов позволили с высокой точно-
стью классифицировать ЖДА по уровню предсказан-
ного ФС, отклоняющегося от нормы (площадь под 
ROC-кривой составила 0,97).  

В недавнем исследовании были проанализированы 
данные 19 000 пациентов: пол, возраст, КАК и ФС [15]. 
AUC ROC классификационной модели ЖДА состави-
ла 0,99, точность, чувствительность и специфичность 
– 87, 89 и 98% соответственно. Одним из ограничений 
исследования было отсутствие в наборе данных уровня 
С-реактивного белка (СРБ) – показателя воспалитель-
ного процесса. Однако такими биомаркерами, по мне-
нию авторов, может выступить количество лейкоцитов 
(лимфоциты и моноциты).

В Турции с целью предиктивной диагностики ЖДА 
у пациенток женского пола было разработано прило-
жение с использованием нейросетей FFN, CFN, DDN, 
TDN, PNN, LVQ [16]. Для построения прогностиче-
ской модели использовались 4600 результатов КАК. 
В алгоритм включали следующие показатели: RBC, 
HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC. Также исследователи 
впоследствии включили еще 600 результатов анализов 
крови для оценки эффективности полученной моде-
ли, из которых 478 пациенток были здоровы, а у 122 
диагностировали ЖДА. Чувствительность полученной 
модели составила 97,6%, точность — 99,2%. Таким об-
разом, исследователи выяснили, что с помощью алго-
ритмов на основе МО можно диагностировать ЖДА с 
очень высокой точностью.

Алгоритмы рефлексного тестирования на основе 
инструментов МО. В 2022 году в Нидерландах был 
разработан алгоритм МО, который оценивает ДЖ с 
использованием минимального набора лабораторных 
тестов - КАК и СРБ [17]. В исследование были вклю-
чены результаты анализов 12 009 пациентов из трех ла-
бораторий. Около 80% результатов использовались для 
разработки и тестирования алгоритма МО, остальные 
– для проверки работы полученной модели. В резуль-
тате были выявлены два наиболее важных морфологи-
ческих параметра, указывающих на снижение уровня 
ФС ниже порогового значения — MCH и MCV (AUC 
ROC = 0,92). Кроме того, провели сравнение точности 
прогнозирования уровня ФС разработанной моделью и 
сотрудниками лаборатории, которые интерпретировали 
результаты лабораторных анализов (возраст, пол, КАК 
и СРБ) у 60 пациентов с анемией. Специалистам было 
предложено сделать прогноз содержания ФС на основе 
указанных данных или выбрать вариант «не уверен». 
Чувствительность созданного алгоритма МО оказалась 
выше и составила 93%, в то время как у специалистов 
лаборатории — 83%.  По результатам проведенного ис-
следования в нескольких регионах Нидерландов введе-
на услуга рефлексного тестирования, которая включа-
ет поясняющие комментарии и тесты для завершения 
диагностического обследования, что экономит время 
врачей и предотвращает взятие крови у пациента без 
необходимости. Машинный алгоритм, разработанный 
в описанном исследовании, может использоваться в ка-
честве инструмента СППВР и выявления случаев ДЖ.

В работе M. McDermott и соавторов [18] ретроспек-
тивно проанализированы данные КАК 288 427 пациен-
тов с целью определения необходимости рефлексного 

тестирования ФС в день сдачи анализов или в течение 
30 дней при подозрении на ЖДА. Моделирование вы-
полнялось на языке Python с использованием фрейм-
ворка Scikit-learn. Модель обладала лучшей диагности-
ческой ценностью по сравнению с другими правилами. 
Например, чувствительность и специфичность алго-
ритма доназначения анализа ФС (например, при низ-
ких уровнях MCV и гематокрита) составила 51 и 63% 
против 69 и 80% у данной модели, соответственно. Та-
ким образом, полученная модель превосходила многие 
простые правила, которые лежат в основе традицион-
ных протоколов рефлексного тестирования (например, 
назначение ФС при низком уровне ФС в динамике, при 
высоком уровне RDW и других комбинациях).

Заключение. Применение алгоритмов МО позволя-
ет определять ЖДА с точностью более 87% и уровень 
ФС с точностью более 83%. Развитие и современное 
применение ИИ в оценке большого количества лабора-
торных и демографических параметров уже позволи-
ло достигнуть высокой точности прогнозных моделей. 
Исследования показали, что использование даже толь-
ко стандартных показателей RBC, HGB, HCT, MCV, 
MCH, MCHC может быть эффективно для построения 
высокоточных прогностических моделей наличия же-
лезодефицитных состояний. Разработанные модели 
могут быть использованы в качестве вспомогательного 
инструмента для помощи врачу в выявлении случаев 
ДЖ и СППВР. 

Одним из направлений практической работы для ре-
ализации описанной стратегии является использование 
технологии МО для разработки моделей с использова-
нием больших массивов данных с уровнями гемогло-
бина, СЖ, ФС, коэффициента насыщения трансферри-
на железом, ОЖСС и другие. Выявляя закономерности 
в этих данных, можно разработать алгоритмы для диф-
ференциальной диагностики ЖДА и АХБ.

Еще одна возможность для внедрения ИИ — раз-
работка автоматизированных диагностических систем, 
которые напрямую интегрируются с лабораторными 
информационными системами. Эти системы могут 
в режиме реального времени отслеживать входящие 
результаты лабораторных исследований и отмечать 
потенциальные случаи ДЖ на основе разработанных 
алгоритмов. Кроме того, методы кластеризации могут 
применяться на неразмеченных данных для поиска ра-
нее не выявленных факторов риска, что позволит вне-
дрить подходы персонализированной медицины в кли-
нику. Кроме того, алгоритмы МО могут стать основой 
для новых типов рефлексного тестирования с лучшими 
диагностическими характеристиками. 

Вместе с тем существует и ряд серьезных ограниче-
ний для их применения: 

- алгоритмы МО можно применять только для групп 
людей, на которых проводилось обучение математиче-
ской модели (например, для взрослых пациентов с ане-
мией, ДЖ и т.д.);

- следует учитывать новый Европейский «Регламент 
диагностики in vitro» (IVDR), ограничивающий опре-
деленные программные инструменты; 

- определение ФС не стандартизовано, и в лаборато-
риях используют разные тест-системы и референсные 
интервалы. 

Предиктивная диагностика ЖДА в силу полиэти-
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логичности заболевания требует системного подхода, 
реализуемого в рамках омиксных технологий (метабо-
ломики). Для дальнейшего прогресса ИИ необходимы 
более масштабные клинические исследования и инте-
грация различных типов данных, включая генетические, 
клинические и характеристику образа жизни пациентов. 
Внешний контроль качества исследований может су-
щественно повысить точность моделей ИИ. Разработка 
стандартизированных протоколов моделей ИИ на осно-
ве международного сотрудничества имеет важное значе-
ние, равно как и решение таких этических проблем, как 
конфиденциальность данных и последствия принятия 
решения ИИ, что позволит использовать указанный по-
тенциал в эффективной диагностике заболеваний, свя-
занных с дефицитом железа в организме.
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Введение. Волчаночный антикоагулянт (ВА) - это 
группа иммуноглобулинов классов IgG и IgM, in vi-
tro ингибирующих зависимые от фосфолипидов коа-
гуляционные реакции, а in vivo  способных вызывать 
развитие тромбозов. Выявление наличия ВА является 
значимым в различных областях медицины и сложной 
методической задачей [1 - 3]. Гетерогенная природа ВА 
обусловливает отсутствие «золотого стандарта» диа-
гностического теста. О присутствии ВА свидетельству-
ет пролонгация клоттингового теста, зависимого от 
фосфолипидов, демонстрация присутствия ингибитора 
свертывания в методе со смешением плазм и зависи-
мости ингибитора от фосфолипидов [1, 4]. Алгоритм 
определения ВА основан на последовательном прове-
дении скрининговых и подтверждающих тестов [1, 4. 
5]. Для выявления ВА используют реагенты, содержа-
щие разбавленные фосфолипиды (для усиления разли-
чия между нормальной и патологической плазмами), 
и реагенты с высокой концентрацией фосфолипидов 
(для ослабления антикоагулянтного действия ВА). Ос-
новными тестами для выявления ВА являются активи-
рованное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), 
метод с применением активатора фактора Х, выделен-
ного из яда гадюки Рассела (dilute Russell viper venom 
time, dRVVT), протромбиновое и каолиновое время [1, 
3]. Возможные ошибки лабораторной детекции нали-
чия ВА могут быть связаны с несоблюдением строгих 
правил проведения клинических лабораторных иссле-
дований на различных этапах [1, 3 - 6]. Для всех ВА-
тестов правильность результатов обеспечивается вну-
тренним и внешним контролем качества. При внутрен-
нем контроле обязательным является определение ВА в 
каждой серии ВА-положительных и ВА-отрицательных 
плазм. Валидация методов определения ВА на уровне 
внешней оценки качества (ВОК) достигается сравнени-
ем собственных данных с консенсусными результатами 
ВОК, что обеспечивает возможность оценки правиль-
ности получаемых в каждой лаборатории результатов. 
В Российской Федерации межлабораторные сравни-
тельные испытания по ВА проводит Центр внешне-
го контроля качества Федеральной системы внешней 
оценки качества (ЦВКК ФСВОК). 

Цель работы - определение частоты и характера ла-
бораторных ошибок детекции ВА с помощью лабора-
торного тестирования контрольных плазм (КП) и ана-
лиза соответствующих данных литературы. 

Материал и методы. В Центре внешнего контро-
ля качества клинических лабораторных исследований 
(ЦВКК) по аттестату аккредитации № RA.RU 430094 
было проведено межлабораторное сличительное ис-
пытание (МСИ) «Волчаночный антикоагулянт» с ис-
пользованием разработанной аналитической системы 
и с учетом требований к образцам контрольных плазм 
(КП). КП представляли собой лиофилизированную 
плазму человека с различным содержанием ВА или 

без ВА, но с дефицитом факторов свертывания или с 
их ингибиторами. В 51 лабораторию Российской Феде-
рации и стран СНГ были направлены 12 образцов КП 
для проведения трех циклов оценки качества (по 4 КП 
двух уровней: высокий титр ВА (нормализованное от-
ношение >2,0), низкий титр ВА (нормализованное от-
ношение ~ 1,2-1,6), и отсутствие ВА (в одном цикле). В 
программе МСИ были использованы реагенты различ-
ных производителей и КП производства НПО «Ренам» 
(Москва). Титры ВА в контрольных плазмах были уста-
новлены путем сравнения с плазмами, аттестованными 
против 1-й международной панели референсных плазм, 
содержащих ВА. Правильность результатов измерений 
оценивали путем сличения полученных участниками 
результатов с приписанными значениями, установлен-
ными производителем КП. Анализ неудовлетворитель-
ных результатов и распределения основных ошибок 
проводился с использованием программы Microsoft® 

Excel®. Также проведена оценка аналитических обзор-
ных данных литературы, полученных с помощью про-
граммы «Google Академия».

Результаты. Доля результатов, не соответству-
ющих критериям качества МСИ ФСВОК, составила 
22,3%. Доли неудовлетворительных результатов вы-
явления ВА в положительных, слабоположительных 
и отрицательных КП составили 16,4%, 48,1% и 13,5% 
соответственно. К основным ошибкам, допущенным 
участниками при анализе КП, относились: аналити-
ческие ошибки, связанные с нарушением алгоритма 
исследования, неправильное измерение времени свер-
тывания анализируемых плазм, неверные расчеты нор-
мализованного отношения - 65,5% от общего числа 
выявленных ошибок; ошибки интерпретации результа-
тов исследования - 10,9%; преаналитические ошибки 
(ошибки идентификации) - 7,3%; постаналитические 
ошибки, связанные с неверным заполнением формы 
для результатов - 16,3%. Подавляющее большинство 
лабораторий, давших ошибочные результаты (94,4%), 
нарушили алгоритм тестирования ВА. Согласно реко-
мендациям Международного общества по тромбозам 
и гемостазу, исследование на наличие/отсутствие ВА в 
образце следует проводить минимум двумя различны-
ми методами [1, 3]. Однако в большинстве случаев это 
положение лаборатории не выполняли. По данным за 
2023 год, наибольшее количество неудовлетворитель-
ных результатов было получено при определении ВА в 
слабоположительных образцах.

Обсуждение. В настоящее время данные междуна-
родных систем ВОК свидетельствуют о значительном 
количестве ложноположительных и ложноотрицатель-
ных результатов лабораторного выявления ВА [4, 7, 8]. 
Для выяснения причин возможных ошибок нами был 
проведен анализ литературных данных и последних ру-
ководств [4, 7] по выявлению ВА. Правильность детек-
ции ВА регламентирована следующими критериями: 
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удлинение одного или двух клоттинговых методов, за-
висимых от фосфолипидов; отсутствие коррекции про-
лонгированного времени свертывания в тесте со сме-
шением испытуемой и нормальной плазм, коррекция 
удлинения времени свертывания в присутствии высо-
ких концентраций фосфолипидов, а также отсутствие 
специфических ингибиторов факторов свертывания 
крови [1, 3, 4, 6]. К наиболее частым ошибкам выявле-
ния ВА относятся: неправильное определение времени 
свертывания нормальной и контрольных плазм, нару-
шение алгоритма исследований, неправильный расчет 
нормализованного отношения. Ложные результаты 
могут быть вызваны анализом плазмы больных, полу-
чающих антикоагулянтную терапию [1, 3, 5, 9]. На пре-
аналитическом этапе для обеспечения правильности 
определения необходимо приготовление бестромбоци-
тарной плазмы. Заморозка/оттаивание проб вызывает 
значимое увеличение числа ложноотрицательных ре-
зультатов и поэтому нежелательна. Наличие гемолиза, 
липемии и белков острой фазы в испытуемых образцах 
также искажает результаты коагуляционных методов 
выявления ВА. В тесте АЧТВ правильная интерпре-
тация полученных результатов может быть искажена 
вследствие дефицита факторов свертывания, что ре-
комендуется определять, используя чувствительные и 
нечувствительные к ВА АЧТВ-реагенты. Увеличенная 
активность факторов VIII или IX может замаскировать 
наличие ВА и привести к ложноотрицательному ре-
зультату [1, 5, 8, 10]. У больных, получающих антико-
агулянтную терапию, по существующим рекомендаци-
ям детекция ВА должна проводиться через 1-2 недели 
после прерывания приема антагонистов витамина К и 
не ранее, чем через 12 часов после последнего введе-
ния низкомолекулярного гепарина. Интерпретация по-
лученных результатов должна учитывать прием анти-
коагулянтных препаратов пациентом. Также с осторож-
ностью следует рассматривать данные лабораторного 
определения ВА при беременности (рекомендуется по-
вторное тестирование после родов) [3, 4, 7].

На аналитическом этапе обязательным требованием 
является использование внутреннего контроля каче-
ства лабораторного исследования, позволяющее вовре-
мя выявить нарушения работы аналитической системы 
[1, 5, 8].

Существенное влияние на результаты определения 
ВА имеет выбор методов тестирования. По рекомен-
дациям ISTH-SSC за 2009 год [11], преимуществен-
но следует применять комбинацию тестов dRVVT и 
АЧТВ. Выбор dRVVT обусловлен повышенной спец-
ифичностью метода, а АЧТВ - чувствительностью. 
При использовании теста АЧТВ необходимо помнить 
о большой вариабельности реагентов по чувствитель-
ности. В Руководстве K.M.J. Devreese и соавторов  [4] 
панель рекомендуемых тестов расширена за счет мето-
да протромбинового времени со сниженной активно-
стью тромбопластина. Считают, что ограничение чис-
ла используемых тестов уменьшает межлабораторную 
вариабельность и количество ложноположительных 
результатов. Необходим также правильный выбор по-
граничных значений результатов исследования лож-
ноположительных по ВА проб (отрезки отсечения), 
которые могут быть рекомендованы производителем 
или установлены в лаборатории с учетом специфич-

ности используемых аналитических систем (реагенты 
+ коагулометр) [1, 4, 5, 10. 11]. В Руководстве от 2020 
года [4] изменен срок подтверждения положительно-
го результата на ВА с 6-ти недель (критерий Саппоро) 
на 12 недель (критерий Сиднея), гарантирующий ис-
ключение транзиторного положительного результата 
теста на ВА после инфекции или приема лекарствен-
ных средств [4, 6]. Значимым требованием к алгоритму 
лабораторного выявления ВА является использование 
«нормализованного отношения», применение которого 
снижает межлабораторную вариабельность результа-
тов за счет уменьшения различий в применяемых реа-
гентах, инструментах и снижения роли «человеческого 
фактора» [1, 4, 6].

Заключение. Таким образом, проведенное МСИ и 
анализ соответствующих рекомендаций позволяет счи-
тать необходимыми условиями правильного лабора-
торного определения ВА жесткое соблюдение алгорит-
ма исследования и обязательный внутрилабораторный 
контроль качества с аттестованными контрольными 
материалами. К основным требованиям корректного 
определения ВА относятся: правильный выбор методов 
выявления ВА; тщательное соблюдение правил пре-
аналитического и аналитического этапа; обязательное 
участие в ВОК; контроль используемых реагентов и 
нормальных плазм; учет возможного влияния аналити-
ческой системы реагент + коагулометр; установление 
в каждой лаборатории собственных референсных по-
граничных значений (может потребовать значительных 
затрат рабочего времени и реагентов); подтверждение 
наличия ВА у пациента не менее чем через 12 недель 
после первого тестирования; проведение дополнитель-
ных тестов при получении сомнительных результатов; 
учет особенностей определения ВА у больных, полу-
чающих антикоагулянтную терапию.
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АНТИТЕЛА, АССОЦИИРОВАННЫЕ С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
КИШЕЧНИКА, ПРИ АНКИЛОЗИРУЮЩЕМ СПОНДИЛИТЕ

ГБУЗ «Московский клинический научно-практический центр имени А.С. Логинова Департамента здравоохранения города 
Москвы», 111123, Москва, Россия

Анкилозирующий спондилит (АС) - хроническое иммуновоспалительное заболевание из группы спондилоартритов, при кото-
ром часто наблюдаются воспалительные заболевания кишечника (ВЗК). Аутоантитела и антимикробные антитела при-
меняют в качестве дополнительных неинвазивных диагностических маркёров ВЗК. 
Цель исследования – определить уровни и частоту выявления антител, ассоциированных с ВЗК, в сыворотках больных АС. 
Материал и методы. Исследованы сыворотки 44 здоровых доноров (ЗД) и 51 больных АС: 40 мужчин, 11 женщин в возрасте 
44,0 (34,0–49,0) лет с длительностью заболевания 12,0 (5,0-20,0) лет. У 22% больных АС диагностированы ВЗК. Атипичные 
перинуклеарные антинейтрофильные цитоплазматические антитела (пАНЦА) определяли методом НРИФ, IgG/IgA анти-
тела к S. cerevisiae (ASCA), IgG/IgA антитела (АТ) к гликопротеину 2 (GP2), IgG АТ к катепсину G, лактоферрину, эластазе 
и бактерицидному белку, повышающему проницаемость (BPI) - с помощью ИФА. 
Результаты. Больные АС с ВЗК отличались более высокой сывороточной концентрацией АТ к катепсину G и частотой об-
наружения атипичных пАНЦА (36,0%) и АТ к BPI (36,0%), чем пациенты с АС без ВЗК (4,8% и 8,0%) (р<0,05). Относительно 
здоровых лиц, увеличение концентрации IgG АТ к GP2 наблюдалось при АС без ВЗК (р<0,05), частота выявления атипичных 
пАНЦА и IgA АТ к GP2 – при АС с ВЗК (36,0% и 27,0% vs 0%, p<0,05). Больные АС без и с ВЗК имели более высокие уровни IgA 
ASCA, IgA АТ к GP2, АТ к эластазе по сравнению с группой ЗД (p<0,05). АТ к эластазе при АС без ВЗК и АС с ВЗК встречались 
чаще, чем у ЗД (23,0% и 33,0% vs 0%, р<0,05). 
Заключение. Выявление при АС без ВЗК антител, ассоциированных с ВЗК, указывает на сходные механизмы патологической 
активации иммунного ответа у больных АС и ВЗК и возможность использования данных биомаркёров для прогнозирования 
развития субклинического воспаления кишечника.
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Aleksandrova E.N., Novikov A.A., Kulakova P.I., Koltsova Е.N., Savenkova N.A., Volnukhin E.V., Kovschik A.N., Lukina G.V.

ANTIBODIES ASSOCIATED WITH INFLAMMATORY BOWEL DISEASES IN ANKYLOSING 
SPONDYLITIS

A.S. Loginov Moscow Clinical Research and Practical Center, Moscow Healthcare Department. Moscow, Russia 

Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic immune-inflammatory disease from the group of spondyloarthritis, which is often accompanied 
by inflammatory bowel disease (IBD). Autoantibodies and antimicrobial antibodies are used as additional non-invasive diagnostic 
markers of IBD. 
Objectives. The aim of the study was to determine the levels and frequency of detection of IBD-associated antibodies in the sera of 
patients with AS. 
Material and methods. The sera of 44 healthy donors (HD) and 51 patients with AS were studied: 40 men, 11 women aged 44.0 (34.0–
49.0) years with a disease duration of 12.0 (5.0–20.0) years. IBD was diagnosed in 22% of patients with AS. Atypical perinuclear 
antineutrophil cytoplasmic antibodies (pANCA) were determined by IIF, IgG/IgA antibodies to S. cerevisiae (ASCA), IgG/IgA 
antibodies (AB) to glycoprotein 2 (GP2), IgG AB to cathepsin G, lactoferrin, elastase and bactericidal permeability-increasing protein 
(BPI) - by ELISA. 
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Results. Patients with AS with IBD had a higher serum concentration of AB to cathepsin G and the frequency of detection of atypical 
pANCA (36.0%) and AB to BPI (36.0%) than patients with AS without IBD (4.8% and 8.0%) (p<0.05). In comparison with HD, an 
increase in the concentration of IgG AT to GP2 was observed in AS without IBD (p<0.05), the frequency of detection of atypical 
pANCA and IgA AB to GP2 - in AS with IBD (36.0% and 27.0% vs 0%, p<0.05). Patients with AS without and with IBD had higher 
levels of IgA ASCA, IgA AT to GP2, AT to elastase compared to HD (p<0.05). In AS without IBD and AS with IBD, the occurrence of 
AB to elastase was higher than for HD (23.0% and 33.0% vs 0%, p<0.05). 
Conclusion. The detection of IBD-associated antibodies in AS without IBD indicates similar mechanisms of pathological activation 
of the immune response in patients with AS and IBD and the possibility of using these biomarkers to predict the development of 
subclinical intestinal inflammation.
Key words: ankylosing spondylitis; inflammatory bowel diseases; antibodies to Saccharomyces cerevisiae (ASCA); atypical perinuclear 
anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (pANCA); antibodies to glycoprotein 2 (GP2); antibodies to cathepsin G, lactoferrin, elastase, 
bactericidal permeability-increasing protein (BPI)
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Анкилозирующий спондилит (АС) - хроническое 
иммуновоспалительное заболевание из группы спон-
дилоартритов (СпА), характеризующееся поражением 
крестцово-подвздошных суставов и/или позвоночника 
с частым вовлечением в патологический процесс эн-
тезов и периферических суставов. Прогрессирование 
АС связано с пролиферацией костной ткани, что про-
является ростом синдесмофитов (и/или энтезофитов) и 
процессом анкилозирования позвоночника и суставов 
[1]. Распространённость АС составляет 0,2-1,1%. На-
ряду с поражением опорно-двигательного аппарата, 
при АС нередко наблюдается патология других орга-
нов и систем (воспалительные заболевания кишечника 
- ВЗК, увеиты, нарушения проводимости сердца, аор-
тит). Наиболее частыми внесуставными проявлениями 
АС служат ВЗК (болезнь Крона - БК, язвенный колит 
- ЯК) - иммуноопосредованные болезни пищевари-
тельного тракта неизвестной этиологии, отличающие-
ся воспалительно-деструктивным поражением стенки 
кишки и хроническим рецидивирующим течением с 
развитием системных и внекишечных осложнений [2]. 
При АС встречаемость ВЗК составляет 6-14%, однако 
у 50-65% пациентов с АС имеет место субклиническое 
(гистологически подтверждённое) воспаление кишеч-
ника [3, 4]. СпА, включая АС, относятся к наиболее 
частым внекишечным проявлениям ВЗК и могут пред-
шествовать, сопутствовать или развиваться уже после 
диагностики ВЗК. По данным мета-анализа, при ВЗК 

частота обнаружения АС составляет 3%, но рентгено-
логические признаки сакроилеита, как симптоматиче-
ского, так и субклинического, регистрируются у 50% 
пациентов [4,5]. Общие механизмы иммунопатогенеза 
АС и ВЗК включают генетические факторы риска (ге-
ны DRB1 0103, HLA-B27, HLA-B35, HLA-B44, CARD15/
NOD2, IL-23R, IL-12B, STAT3, CARD9); дисрегуляцию 
микробиома кишечника c миграцией активированных 
Т-клеток и макрофагов из кишечного эпителия в сино-
виальную ткань; повышение продукции молекул адге-
зии (E-кадгерин, αEβ7 интегрин), провоспалительных 
цитокинов (фактора некроза опухоли α - TNF-α, интер-
лейкинов – IL-17, IL-23), макрофагального протеина 
CD163, сигнального белка и активатора транскрипции 
STAT3 [4, 6-8]. Выделены кандидатные диагностиче-
ские и прогностические биомаркёры АС, ассоцииро-
ванного с ВЗК, в том числе, генетические полиморфиз-
мы (HLA-B27, ген аминопептидазы эндоплазматиче-
ского ретикулума 1 - ERAP1/rs26653, гены рецептора 
IL-23 - IL-23R, бета рецептора лимфотоксина - LTBR, 
рецептора TNF - TNFRSF1A, CARD15/NOD2), маркё-
ры воспаления (сывороточный и фекальный кальпро-
тектин), маркёры метаболизма костной и хрящевой 
ткани (хрящевой гликопротеин-39 - YKL-40), антитела 
(перинуклеарные антинейтрофильные цитоплазмати-
ческие антитела - пAНЦА, антитела к Saccharomyces 
cerevisiae - ASCA, порообразующему белку OmpC на-
ружной мембраны Escherichia coli, бактериальному 
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флагеллину CВir1, антитела к циклическому цитрулли-
нированному пептиду - АЦЦП, антитела к модифици-
рованному цитруллинированному виментину - АМЦВ) 
[4]. Значительное внимание исследователей привлека-
ет изучение при АС антител, ассоциированных с ВЗК.

Цель исследования - определить уровни и частоту 
выявления антител, ассоциированных с ВЗК, в сыво-
ротках больных АС.

Материал и методы. Исследованы сыворотки 51 па-
циента с достоверным диагнозом АС (в соответствии с 
модифицированными Нью-Йоркскими критериями 1984 
года) [9]: 40 мужчин, 11 женщин в возрасте 44,0 (34,0-
49,0) лет с длительностью заболевания 12,0 (5,0-20,0) 
лет; высокой активностью болезни (Батский индекс ак-
тивности АС - BASDAI - 5,3; 4,5-6,4; индекс активности 
АС с использованием СОЭ - ASDAS СОЭ - 3,6; 3,0-4,4; 
индекс активности АС с использованием С-реактивного 
белка - СРБ - ASDAS СРБ - 3,7; 2,8-4,5). Позитивность 
по HLA-В27 составляла 40%. У 22% больных АС диа-
гностированы ВЗК (БК и ЯК). Больные наблюдались в 
ГБУЗ МКНЦ имени А.С. Логинова ДЗМ с 2018 по 2022 
год. В контрольную группу вошли 44 здоровых донора 
(ЗД), сопоставимых по полу и возрасту с обследованны-
ми больными. Все пациенты подписали добровольное 
информированное согласие на исследование.

Атипичные пАНЦА класса IgG определяли методом 
непрямой реакции иммунофлюоресценции (НРИФ) 
на нейтрофилах человека, фиксированных этано-
лом и формальдегидом c помощью набора реагентов 
«ImmuGlo COMVI anti-neutrophil cytoplasmic antibody 
(c+pANCA) IFA Kit» («Immco Diagnostics», США) и 
визуальной оценки образцов флюоресценции при ис-
пользовании микроскопа «AXIOSKOP 40» («Zeiss», 
Германия). Позитивные результаты измерения пАНЦА 
соответствовали титрам ≥1/20. IgG/IgA ASCA, IgG/IgA 
антитела (АТ) к гликопротеину 2 (АТ к GP2), антитела 
к таргетным антигенам атипичных пАНЦА - грануляр-
ным цитоплазматическим белкам нейтрофилов (IgG АТ 

к катепсину G, лактоферрину, эластазе, бактерицидно-
му белку, повышающему проницаемость - BPI) иссле-
довали методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием коммерческих наборов реагентов 
«ASCA IgG/IgA», «Anti-Cathepsin G», «Anti-Lactofer-
rin», «Anti-Elastase», «Anti-BPI» («ORGENTEC», ФРГ), 
«Anti-GP2 IgG/IgA» («MEDIPAN», ФРГ) согласно ин-
струкциям фирм-изготовителей на микропланшетном 
ридере «Sunrisе» («Tecan», Австрия). Верхние преде-
лы референсных интервалов (ВПРИ) при определении 
IgG/IgA ASCA, IgA АТ к GP2, IgG АТ к катепсину G, 
лактоферрину, эластазе и BPI составляли 10,0 ЕД/мл, 
IgG АТ к GP2 - 15 ЕД/мл.

Статистическая обработка результатов проведена 
с использованием программы Statistica 12.0, включая 
методы параметрического и непараметрического ана-
лиза. Результаты представлены в виде медианы (Ме) с 
интерквартильным размахом (ИР) 25-75 процентилей. 
Корреляционный анализ проводился по методу Спир-
мена. Различия считались значимыми при p<0,05.

Результаты. Уровни антител, ассоциированных с 
ВЗК, в сыворотках больных АС без ВЗК, АС с ВЗК и 
у ЗД представлены в табл.1. Как следует из таблицы, 
больные АС без ВЗК и АС с ВЗК имели более высокие 
уровни IgA ASCA, IgA аGP2 и IgG антител к эластазе, 
чем ЗД (р<0,05). Увеличение концентрации IgG АТ к 
GP2 относительно ЗД наблюдалось только у больных 
АС без ВЗК (р<0,05). Концентрация IgG АТ к катепси-
ну G выше при АС с ВЗК по сравнению с АС без ВЗК 
(р<0,05). Достоверных различий в сывороточных уров-
нях IgG ASCA, IgG АТ к лактоферрину и IgG АТ к BPI 
между больными АС и ЗД не обнаружено (р>0,05).

Частота обнаружения антител, ассоциированных с 
ВЗК, в сыворотках больных АС без ВЗК, АС с ВЗК 
и ЗД представлена в табл. 2, из которой следует, что 
при АС без ВЗК и АС с ВЗК АТ к эластазе (23,0% и 
33,0%) встречались чаще, чем у ЗД (0%) (р<0,05). IgA 
АТ к GP2 наиболее часто выявлялись среди больных 

Т а б л и ц а  1
Уровни антител, ассоциированных с ВЗК, в сыворотках больных АС без ВЗК, АС с ВЗК и ЗД (Ме, ИР 25-75 процентилей)

Антитела (ЕД/мл)
Группы обследованных

АС без ВЗК АС с ВЗК ЗД

IgG ASCA 6,6(4,9-10,8)
n=38

8,1(4,3-11,7)
n=11

4,4(2,1-8,0)
n=14

IgA ASCA 4,5(2,6-6,4)*

n=39
4,9(3,7-7,3)**

n=11
1,9(0,6-2,6)*,**

n=16

IgG АТ к GP2 2,1(1,4-6,0)•

n=39
2,3(1,4-7,0)

n=11
1,3(0,9-3,6)•

n=17

IgA АТ к GP2 1,2(0,8-5,5)#

n=39
1,2(0,9-11,8)##

n=11
0,7(0,6-1,3)#,##

n=17

IgG АТ к катепсину G 0,4(0,3-0,6)§,§§

n=38
0,8(0,5-1,0)§§

n=10
0,6(0,6-0,9)§

n=17

IgG АТ к лактоферрину 1,4(1,1-1,7)
n=39

2,0(1,1-2,5)
n=11

1,8(1,5-2,1)
n=17

IgG АТ к эластазе 8,2(5,9-9,9)∞

n=39
9,1(8,5-10,5)∞∞

n=9
5,6(4,7-8,3)∞,∞∞

n=17

IgG АТ к BPI 4,3(3,2-5,3)
n=38

5,7(3,5-23,4)
n=11

3,6(3,9-5,3)
n=17

Примечание. Достоверность различий в уровнях антител: IgA ASCA (*- р=0,0008 между больными АС без ВЗК и ЗД, **- р=0,001 между 
больными АС с ВЗК и ЗД); IgG АТ к GP2 (• - р=0,03 между больными АС без ВЗК и ЗД); IgA АТ к GP2 (# - p=0,007 между больными АС 
без ВЗК и ЗД, ## - p=0,02 между больными АС с ВЗК и ЗД); IgG АТ к катепсину G (§ - p=0,02 между больными АС без ВЗК и ЗД, §§ - p=0,02 
между больными АС без ВЗК и АС с ВЗК); IgG АТ к эластазе (∞ - р=0,01 между больными АС без ВЗК и ЗД, ∞∞ - р=0,003 между больными 
АС с ВЗК и ЗД). n – число обследованных больных АС  и ЗД.
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АС с ВЗК (27,0% vs 0% у ЗД, p<0,05). Больные АС c 
ВЗК имели более высокую частоту обнаружения ати-
пичных пАНЦА (36,0%) и АТ к BPI (36,0%) по срав-
нению с группой больных АС без ВЗК (4,8% и 8,0%) 

и ЗД (0% и 0%), соответственно (р<0,05). Встречае-
мость IgA/IgG ASCA, IgG АТ к GP2, АТ к катепсину 
G и лактоферрину при АС с и без ВЗК не отличалась 
от таковой у ЗД.

Т а б л и ц а  2
Частота обнаружения антител, ассоциированных с ВЗК, в сыворотках больных АС без ВЗК, АС с ВЗК и ЗД

Антитела АС без ВЗК; n (%) АС с ВЗК; n (%) ЗД; n (%)
Атипичные пАНЦА 2/40 (4,8)# 4/11 (36,0)#,## 0/44 (0)##

IgG ASCA 11/38 (28,9) 4/11 (36,0) 2/14 (14,0)
IgA ASCA 3/39 (7,7) 2/11 (18,0) 1/16 (6,0)
IgG АТ к GP2 3/39 (7,7) 1/11 (9,0) 0/17 (0) 
IgA АТ к GP2 6/39 (16,4) 3/11 (27,0)* 0/17 (0)*

IgG АТ к катепсину G 0/38 (0) 0/10 (0) 0/17 (0)
IgG АТ к лактоферрину 0/39 (0) 0/11 (0) 0/17 (0)
IgG АТ к эластазе 9/39 (23,0)• 3/9 (33,0)•• 0/17 (0)•,••

IgG АТ к BPI 3/38 (8,0)§ 4/11 (36,0)§,§§ 0/17 (0)§§

Примечание. Достоверность различий в частоте обнаружения антител: атипичные пАНЦА (#- р=0,005 между больными АС без ВЗК и 
АС с ВЗК, ##- р=0,0001 между больными АС с ВЗК и ЗД); IgA АТ к GP2 (* - p=0,025 между больными АС c ВЗК и ЗД; IgG АТ к эластазе 
(• - р=0,03 между больными АС без ВЗК и ЗД, •• - р=0,01 между больными АС с ВЗК и ЗД); IgG АТ к BPI (§ - р=0,02 между больными АС 
без ВЗК и АС с ВЗК, §§ - р=0,008 между больными АС с ВЗК и ЗД). n – число лиц с положительными результатами определения антител 
относительно общего количества обследованных больных и ЗД.

Обсуждение. Развитие патологического процесса 
при ВЗК сопровождается образованием широкого спек-
тра антител к собственным и микробным антигенам 
[10-14]. Аутоантитела, ассоциированные с ВЗК, вклю-
чают атипичные пАНЦА, антитела к мембранному GP2 
секреторных панкреатических ацинарных клеток (АТ 
к GP2), бокаловидным клеткам эпителия слизистой 
оболочки кишечника («goblet cells») (GAB) и грануло-
цитарно-макрофагальному колониестимулирующему 
фактору. Среди антимикробных антител, специфичных 
для ВЗК, различают антитела к гликанам - олигосаха-
ридам клеточной стенки патогенных микроорганизмов 
- (ASCA и др.), порообразующему белку OmpC наруж-
ной мембраны Escherichia coli, бактериальному фла-
геллину Cbir1, компоненту I2 Pseudomonas fluorescens, 
антигенам Mycobacterium avium paratuberculosis и не-
матоды Caenorhabditis elegans. Антитела не входят в 
число диагностических критериев БК и ЯК, диагноз 
которых традиционно ставится на основании ком-
плекса клинических, рентгенологических, эндоско-
пических, гистологических признаков, однако могут 
использоваться в качестве полезных дополнительных 
неинвазивных маркёров для ранней диагностики, 
оценки клинических фенотипов, активности, прогноза 
и эффективности терапии данных заболеваний [10,11, 
15,16]. Наибольшей информативностью для дифферен-
циальной диагностики ВЗК (БК+ЯК) с другими забо-
леваниями желудочно-кишечного тракта, имеющими 
сходные клинические проявления, обладают ASCA (ди-
агностическая чувствительность - ДЧ - 41-45%; диа-
гностическая специфичность - ДС - 91-98%; предсказа-
тельная ценность положительных результатов - ПЦПР 
- 95-100%; предсказательная ценность отрицательных 
результатов - ПЦОР - 14-29%) [10]. При БК самыми 
полезными диагностическими маркёрами являются 
ASCA (ДЧ - 33-72%; ДС - 82-100%; отношение правдо-
подобия положительных и отрицательных результатов 
теста - ОППР и ОПОР - 3,3-7,9 и 0,3-0,7) и АТ к GP2 
(ДЧ - 30%, ДС - 96%, ОППР - 3,4, ОПОР - 0,8), при ЯК 

- атипичные пAНЦА (ДЧ - 50-71%, ДС - 75-98%, ОППР 
- 2,5-8,3, ОПОР - 0,4-0,5) [10-11, 16].

Результаты изучения антител, ассоциированных 
с ВЗК при АС немногочисленны и имеют противоре-
чивый характер [4]. По нашим данным, больные АС 
с ВЗК отличались более высокими показателями кон-
центрации АТ к катепсину G и частоты обнаружения 
атипичных пАНЦА и АТ к BPI в сыворотке крови, чем 
пациенты с АС без ВЗК. По сравнению с группой ЗД, 
увеличение концентрации IgG АТ к GP2 наблюдалось 
у больных АС без ВЗК, а количествo положительных 
результатов определения атипичных пАНЦА и IgA АТ 
к GP2 - у больных АС с ВЗК. Повышенные сывороточ-
ные уровни IgA ASCA, IgA АТ к GP2, АТ к эластазе, 
встречаемость АТ к эластазе при АС без ВЗ сравнимы с 
этими показателями при АС с ВЗК. Уровни IgG ASCA, 
АТ к лактоферрину, АТ к BPI, частота обнаружения 
IgA/IgG ASCA, IgG АТ к GP2, АТ к катепсину G и лак-
тоферрину при АС с и без ВЗК находились в пределах 
нормальных значений. Сходные с нашими, результаты 
опубликованы I.E. Hoffman  и соавт. [17], не обнаруже-
но достоверных различий в сывороточных уровнях IgA 
ASCA между двумя группами из 11 больных СпА (6 
- АС и 5 - недифференцированным СпА) с ВЗК и 17 
больных СпА (12 - АС и 5 - недифференцированным 
СпА) без ВЗК, у которых концентрация IgA ASCA вы-
ше, чем у ЗД и больных ревматоидным артритом. Ря-
дом авторов продемонстрировано увеличение концен-
трации и частоты выявления IgA ASCA в сыворотках 
больных АС по сравнению с ЗД [18,19]. Установлено 
отсутствие статистически значимого повышения уров-
ней и встречаемости IgA/IgG ASCA среди больных АС 
[20]; идентифицировано увеличение концентрации 
IgG ASCA [21], но не IgA ASCA при АС относительно 
больных ВЗК и ЗД. Не обнаружено существенных раз-
личий в показателях серопозитивности и медианных 
значениях концентрации IgA/IgG ASCA, АТ к I2, АТ к 
OmpC, АТ к CBir1 и атипичных пАНЦА у 80 больных 
АС и 80 ЗД, однако при АС достоверно чаще определя-
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лись соответствовавшие четвёртому квартилю высокие 
уровни IgG ASCA (26% vs 13%), IgG+IgA ASCA (27% 
vs 12%) и АТ к I2 (25% vs 14%) (р<0,05) [22]. Сообща-
ется о нормальных уровнях IgA/IgG ASCA, АТ к I2, АТ 
к OmpC, АТ к CBir1 в сыворотках больных АС и уве-
личении концентрации АНЦА, выявляемых методом 
ИФА [23]. При определении антител, специфичных 
для ВЗК, в группах больных АС без ВЗК (n=52) и АС с 
ВЗК (n=26), пАНЦА, IgA/IgG ASCA и АТ к OmpC вы-
являлись у 21%, 30% и 19% пациентов с АС без ВЗК, 
но лишь пАНЦА отличались более высокой частотой 
обнаружения при АС с БК (n=11) (64,0%) по сравнению 
с АС без ВЗК (р<0,05) [24]. Методом ИФА тестирова-
ли IgA/IgG ASCA, АТ к OmpC, АТ к CBir1 и пАНЦА 
в сыворотках 76 больных АС без ВЗК, 77 больных АС 
с ВЗК и 48 пациентов с механической болью в спине 
[25]. IgG ASCA, АТ к OmpC и АТ к CBir1 чаще встре-
чались среди больных АС с ВЗК, чем у больных АС 
без ВЗК (14% vs 0%, 27% vs 12%, 42% vs 20%, соот-
ветственно, р<0,05), в то время как частота выявления 
пАНЦА достоверно не различалась в обеих группах. 
По сравнению с контрольной группой, при АС без ВЗК 
чаще регистрировались АТ к CBir1 и пАНЦА, а при 
АС с ВЗК - IgA ASCA, АТ к OmpC, АТ к CBir1 и пАН-
ЦА. Медиана концентрации АТ к OmpC в сыворотках 
больных АС с ВЗК превышала таковую у больных АС 
без ВЗК и пациентов с механической болью в спине, а 
при АС без ВЗК не отличалась от контрольной группы. 
Уровни АТ к CBir1 и пАНЦА у больных АС с ВЗК и 
без ВЗК не различались между собой и повышены по 
сравнению с контрольной группой.

АНЦА - гетерогенная группа аутоантител, реагиру-
ющих с ферментами цитоплазмы нейтрофилов. В за-
висимости от типа свечения в НРИФ на фиксирован-
ных этанолом нейтрофилах человека различают две 
основные разновидности АНЦА - цитоплазматические 
(ц) АНЦА и перинуклеарные (п) АНЦА. Обнаружение 
цAНЦА и пАНЦА в сыворотках крови наиболее харак-
терно для системных некротизирующих васкулитов 
сосудов среднего и мелкого калибра (АНЦА-ассоци-
ированных системных васкулитов) [26]. цАНЦА да-
ют диффузный цитоплазматический гранулярный тип 
свечения с большей интенсивностью по направлению 
к ядру нейтрофилов, чем к периферии, взаимодейству-
ют с протеиназой 3 и являются высокоспецифичным 
диагностическим маркёром гранулематоза с полиан-
гиитом. пАНЦА характеризуются гомогенным свече-
нием цитоплазмы по периферии ядра нейтрофилов, 
реагируют с миелопероксидазой и служат полезным 
диагностическим маркёром микроскопического поли-
ангиита и эозинофильного гранулематоза с полиангии-
том (синдрома Черджа-Стросс). При ВЗК и аутоиммун-
ных заболеваниях печени выявляют преимущественно 
атипичные пАНЦА, которые идентифицируются с по-
мощью НРИФ на фиксированных этанолом нейтрофи-
лах в виде линейного свечения по периферии ядра или 
диффузного неоднородного свечения перинуклеарной 
цитоплазмы нейтрофилов или гомогенного диффузно-
го цитоплазматического свечения. В НРИФ на нейтро-
филах, фиксированных формальдегидом, атипичные 
пАНЦА характеризуются перинуклеарным свечением 
или отсутствием свечения [11, 26-28]. Специфичными 
антигенами для атипичных пАНЦА служат различные 

ядерные и цитоплазматические белки нейтрофилов 
(нуклеопорин β-тубулин 5, гистоновый белок Н1, неги-
стоновые белки хроматина HMG-1,2, катепсин G, эла-
стаза, BPI, лактоферрин, лизоцим, β-глюкуронидаза, 
α-энолаза, каталаза). Наиболее высокая частота об-
наружения атипичных пАНЦА регистрируется при 
ЯК (24-85%), первичном склерозирующем холангите 
(ПСХ) (26-94%), аутоиммунном гепатите (АИГ) (20-
96%); у пациентов с БК данные антитела встречаются 
значительно реже (в 2-38% случаев) [11-13, 29-31]. С 
помощью НРИФ атипичные пАНЦА чаще выявлялись 
нами в сыворотках больных АС c ВЗК (36,0%), чем у 
больных АС без ВЗК (4,8%) и ЗД (0%) (р<0,05), при 
этом в группе больных АС без ВЗК частота определе-
ния данных антител не отличалась от таковой среди ЗД 
(p>0,05), что подтверждается результатами других ав-
торов [22, 24]. При использовании ИФА, значения кон-
центрации и частоты обнаружения совокупности анти-
тел, реагирующих с таргетными антигенами пАНЦА, 
не различались между группами больных АС с ВЗК и 
АС без ВЗК и повышены относительно ЗД и пациентов 
с механической болью в спине [23, 25]. Среди аутоан-
тител, направленных к антигенам атипичных пАНЦА, 
наибольшее клиническое значение для диагностики, 
оценки активности и таргетной терапии ВЗК имеют 
антитела к катепсину G, лактоферрину, эластазе и BPI 
[31]. АТ к катепсину G выявляются у больных ЯК (0-
41%), БК (40%), ПСХ (37%), первичным билиарным 
холангитом (ПБХ) (4%), реактивным артритом (РеА) 
(2%), ревматоидным артритом (РА) (13%) [31-36]. 
Встречаемость АТ к лактоферрину при БК составляет 
13-15%, ЯК - 5-8%, ПСХ - 22-50%, АИГ - 20%, ПБХ - 
7-23%, АС - 7%, РеА - 20-42%, РА - 7% [31-33, 37-39]. 
Повышенные уровни АТ к эластазе у больных ЯК опре-
деляются с частотой 0-26%, ПСХ - 18%, ПБХ - 15%, 
РеА - 2% РА - 0% [31-33]. АТ к BPI присутствуют в 
сыворотках больных ЯК (20-37%), БК (14-23%), ПСХ 
(26-36%), ПБХ (20%), РеА (8%), РА (3%) [31-33, 40]. В 
доступной литературе отсутствуют результаты подроб-
ного изучения антител к катепсину G, лактоферрину, 
эластазе и BPI при АС с и без ВЗК. По нашим данным, 
больные АС с ВЗК, наряду с увеличением частоты об-
наружения атипичных пАНЦА, имеют более высокую 
концентрацию АТ к катепсину G и встречаемость АТ 
к BPI в сыворотке крови, чем пациенты с АС без ВЗК. 
Повышение уровней и частоты выявления АТ к эластазе 
при АС с ВЗК сравнимы с таковыми при АС без ВЗК. 
Уровни АТ к лактоферрину, АТ к BPI, частота обнаруже-
ния АТ к катепсину G и лактоферрину при АС с ВЗК и 
АС без ВЗК не отличались от данных показателей у ЗД.

Помимо IgG/IgA ASCA, к специфическим маркёрам 
БК относятся IgG/IgA АТ к GP2. Частота обнаружения 
IgG/IgA АТ к GP2 в сыворотках больных БК варьирует 
от 21 до 45%, ЯК - от 2 до 19% [11]. Нами показано 
увеличение сывороточной концентрации IgA АТ к GP2 
при АС с ВЗК и АС без ВЗК по сравнению с ЗД, од-
нако повышение частоты положительных результатов 
определения IgA АТ к GP2 наблюдалось только у боль-
ных АС с ВЗК. Частота обнаружения IgG АТ к GP2 в 
группах больных АС с ВЗК и АС без ВЗК сравнима с 
данным показателем среди ЗД, вместе с тем, при АС без 
ВЗК отмечался более высокий уровень IgG АТ к GP2, 
чем у ЗД. В работах других авторов исследование IgG/
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IgA АТ к GP2 при АС не проводилось.
Противоречивость результатов изучения антител, 

специфичных для ВЗК, в группах больных АС без 
ВЗК и АС с ВЗК, обусловленная различиями в подборе 
групп пациентов, уровнях серопозитивности антител и 
методов их определения, не позволяет применять ука-
занные биомаркёры для дифференциальной диагности-
ки данных патологических состояний. Согласно нашим 
и зарубежным исследованиям, выявление при АС без 
признаков ВЗК широкого спектра антител, ассоцииро-
ванных с ВЗК (IgA/IgG ASCA, атипичных пАНЦА, АТ 
к эластазе, АТ к лактоферрину, IgA/IgG АТ к GP2, АТ 
к CBir1, АТ к I2, АТ к OmpC), свидетельствует о сход-
ных механизмах аберрантной активации иммунной си-
стемы у больных АС и ВЗК и возможности использо-
вания данных биомаркёров в качестве потенциальных 
предикторов воспалительной патологии кишечника на 
доклинической стадии.

Заключение. Больные АС с ВЗК отличаются более 
высокой концентрацией АТ к катепсину G и частотой 
обнаружения атипичных пАНЦА (36,0%) и АТ к BPI 
(36,0%) в сыворотке крови, чем пациенты с АС без ВЗК 
(4,8% и 8,0%) (р<0,05). Относительно ЗД, увеличение 
концентрации IgG АТ к GP2 наблюдается при АС без 
ВЗК (р<0,05), частоты выявления атипичных пАНЦА 
и IgA АТ к GP2 - при АС с ВЗК (36,0% и 27,0% vs 0%, 
p<0,05). Больные АС без ВЗК и АС с ВЗК имеют более 
высокие уровни IgA ASCA, IgA АТ к GP2, АТ к эластазе 
по сравнению с ЗД (p<0,05). АТ к эластазе при АС без 
ВЗК и АС с ВЗК встречаются чаще, чем у ЗД (23,0% и 
33,0% vs 0%, р<0,05). Выявление при АС без ВЗК анти-
тел, ассоциированных с ВЗК (IgA ASCA, IgA/IgG АТ к 
GP2, АТ к эластазе), указывает на сходные механизмы 
патологической активации иммунного ответа у боль-
ных АС и ВЗК, а также возможность использования 
данных биомаркёров для прогнозирования развития 
субклинического воспаления кишечника.
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Черепович Б.С.1, Кудряшова А.М.1, Мануйлов В.А.2, Свитич О.А.1, Борисова О.В.1

РАЗРАБОТКА И ОЦЕНКА ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 
ИММУНОФЕРМЕНТНОГО МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТЕЛ,  
БЛОКИРУЮЩИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ RBD SARS-CОV-2 И ACE2

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», 115088, Москва, Россия; 
2ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ, 
123098, Москва, Россия

Цель: изучение функциональных характеристик иммуноферментного анализа (ИФА) определения антител, блокирующих 
взаимодействие RBD и ACE2 (суррогатный вируснейтрализующий анализ, sVNT). 
Материал и методы. Исследовали 374 образца сывороток крови, полученных от добровольцев с известным анамнезом в 
2017-2020 гг., 97 образцов, полученных в 2021 году от пациентов, переболевших и иммунизированных вакцинным препаратом 
«Гам-КОВИД-Вак». Образцы сывороток крови анализировали: 1) ИФА определения антител класса IgG к RBD SARS-CoV-2; 
2) в реакции биологической нейтрализации вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток; 3) в суррогатном вируснейтрализующем 
тесте. 
Результаты Параметры sVNT анализа оптимизированы на двух выборках из 397 (2017-2020 гг.) и 97 (2021 г.) образцов 
добровольцев. При валидации метода оценка порогового значения, позволяющая дифференцировать образцы, содержащие 
антитела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, от не содержащих антител, определялась двумя статистическими 
методами. ROC-методом раздельно проанализированы образцы сывороток крови добровольцев с постинфекционным и ги-
бридным иммунитетом. Во всех случаях получены близкие (31,45-31,65%) пороговые значения и высокие диагностические 
характеристики. Аналитическая чувствительность, определённая путём титрования международного стандартного об-
разца First WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human) в sVNT, составила 20-22 BAU/мл. При 
изучении корреляционной связи между результатами sVNT и количеством IgG антител к RBD SARS-CoV-2 коэффициент 
Спирмена составил 0,8979 (ДИ 95%:0,8425-0,9345, p<0,001). При определении процентной согласованности результатов, 
полученных в sVNT с титром нейтрализующих антител, полученным в вирусологической реакции нейтрализации, коэффици-
ент Спирмена составил 0,8187 (ДИ 95%:0,7641-0,8616, p<0,001). 
Заключение. Ключевую роль во взаимодействии вируса с клеткой человека в процессе инфицирования последней играет об-
разование распознающего комплекса между рецептор-связывающим доменом, расположенным на субъединице S1 белка Spike 
SARS-CoV-2 и трансмембранным белком человека, ангиотензин-превращающим ферментом 2 типа. Поэтому иммунологи-
ческие средства определения антител, специфически блокирующие взаимодействие между RBD и ACE2, могут служить 
адекватной альтернативой РБН для определения протективности приобретённого гуморального иммунитета. Был раз-
работан sVNT метод, позволяющий выявлять антитела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, простым, безопасным 
и быстрым способом с высокой специфичностью и чувствительностью.
Ключевые слова: иммуноферментный анализ; суррогатный вируснейтрализующий анализ; RBD; SARS-CoV-2; ACE2; реакция 
биологической нейтрализации; вируснейтрализующие антитела

Для цитирования: Черепович Б.С., Кудряшова А.М., Мануйлов В.А., Свитич О.А., Борисова О.В. Разработка и оценка диа-
гностических характеристик иммуноферментного метода определения антител, блокирующих взаимодействие RBD SARS-
CоV-2 и ACE2. Клиническая лабораторная диагностика. 2025; 70 (2): 119-125.  
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-119-125 
EDN: FSETBK
Для корреспонденции: Черепович Богдан Сергеевич, мл. науч. сотр. лаборатории генетики РНК-содержащих вирусов; e-
mail: bogdancherepovich@mail.ru
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Поступила 	 15.10.2024
Принята к печати 	 22.10.2024
Опубликовано 	 25.01.2025

Cherepovich B.S.1, Kudryashova A.M.1, Manuilov V.A.2, Svitich O.A.1, Borisova O.V.1

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS OF AN ENZYME IMMU-
NOASSAY FOR THE DETERMINATION OF ANTIBODIES BLOCKING THE INTERACTION OF RBD 
SARS-CОV-2 AND ACE2

1I. Mechnikov research institute of vaccines and sera, 115088, Moscow, Russia;

2N. Gamaleya research center of epidemiology and microbiology, 123098, Moscow, Russia 

The purpose of this work was to study the functional characteristics of an enzyme immunoassay for the determination of antibodies 
blocking the interaction of RBD and ACE2 (surrogate virus neutralizing analysis, sVNT). 
Material and methods. 374 blood serum samples obtained from volunteers with a known medical history in 2017-2020, 97 samples 
obtained in 2021 from patients who had been ill and immunized with the vaccine drug «Gam-COVID-Vaс». Blood serum samples were 
analyzed: 1) enzyme immunoassay for the determination of antibodies of class G to RBD SARS-CoV-2, 2) in the neutralization reaction 
of the SARS-CoV-2 virus in cell culture 3) in a surrogate virus neutralizing test. 

https://elibrary.ru/fsetbk



120

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2025;70(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-119-125 
EDN: FSETBK

IMMUNOLOGY 

Results. The sVNT analysis parameters were optimized on 2 samples from 397 (2017-2020) and 97 (2021) samples of volunteers. Dur-
ing the validation of the method, the threshold value estimation, which makes it possible to differentiate samples containing antibodies 
blocking the interaction of RBD and ACE2 from those not containing them, was determined by two statistical methods. Blood serum 
samples from volunteers with postinfectious and hybrid immunity were analyzed separately using the ROC method. In all cases, close 
(31.45-31.65%) threshold values and high diagnostic characteristics were obtained. The analytical sensitivity determined by titration 
of the international standard sample First WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human) in sVNT was 
20-22 BAU/ml. When studying the correlation between sVNT results and the amount of IgG antibodies to RBD SARS-CoV-2, the Spear-
man coefficient was 0.8979 (95% CI:0.8425-0.9345, p<0.001). When determining the percentage consistency of the results obtained in 
sVNT with the titer of neutralizing antibodies obtained in the virological neutralization reaction, the Spearman coefficient was 0.8187 
(95% CI:0.7641-0.8616, p<0.001). 
 Сonclusion. A critical aspect in the interaction between the virus and human cells during infection is the formation of a recognition 
complex between the receptor-binding domain located on the S1 subunit of the SARS-CoV-2 Spike protein and the human angiotensin-
converting enzyme 2 transmembrane protein. Therefore, immunological tools for antibody detection that specifically block the inter-
action between RBD and ACE2 could serve as an adequate substitute for virus neutralization reaction in determining the protective 
capacity of acquired humoral immunity.
The sVNT method has been developed, which allows the detection of antibodies blocking the interaction of RBD and ACE2 in a simple, 
safe and fast way with high specificity and sensitivity.
Key words: enzyme immunoassay; surrogate virus neutralizing analysis; RBD; SARS-CoV-2; ACE 2; virus neutralization reaction; 
neutralizing antibodies

For citation: Cherepovich B.S., Kudryashova A.M., Manuilov V.A., Svitich O.A., Borisova O.V. Development and evaluation of diag-
nostic characteristics of an enzyme immunoassay for the determination of antibodies blocking the interaction of RBD SARS-CоV-2 and 
ACE2. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2025; 70 (2): 119-125  (in Russ.).   
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-119-125 
EDN: FSETBK
For correspondence: Cherepovich Bogdan Sergeevich, junior researcher at the laboratory of genetics of RNA-containing viruses; 
e-mail: bogdancherepovich@mail.ru
Information about authors:
Cherepovich B.S., 		 https://orcid.org/0000-0002-5803-6263; 
Kudryashova A.M., 	 https://orcid.org/0000-0002-0637-9184; 
Manuilov V.A., 		  https://orcid.org/0000-0002-2296-6151; 
Svitich O.A., 		  https://orcid.org/0000-0003-1757-8389; 
Borisova O.V., 		  https://orcid.org/0000-0002-7664-2945.
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.
Received 15.10.2024
Accepted 22.10.2024
Published 25.01.2025

Введение. Титр вируснейтрализующих антител 
(nAbs), определённый в реакции биологической ней-
трализации (РБН), является основным серологическим 
параметром, используемым для оценки эффективно-
сти иммунизации. РБН проводится на культуре клеток, 
является трудоёмкой и требует специальных условий 
биобезопасности [1].

Ключевую роль во взаимодействии вируса с клеткой 
человека в процессе инфицирования последней игра-
ет образование распознающего комплекса между ре-
цептор-связывающим доменом (RBD, receptor-binding 
domain), расположенным на субъединице S1 белка Spike 
SARS-CoV-2 и трансмембранным белком человека, ан-
гиотензин-превращающим ферментом 2 типа (ACE2, 
angiotensin-converting enzyme 2) [2,3]. Если такой ком-
плекс не сформировался, клетка не будет инфицирова-
на [4,5]. Поэтому лишь те иммунологические средства 
определения антител, специфически блокирующие 
взаимодействие между RBD и ACE2, служат адекват-
ной альтернативой РБН для определения протектив-
ности приобретённого гуморального иммунитета [6,7].

Не все антитела к RBD обладают вируснейтрализую-
щей способностью. Не все сыворотки, содержащие IgG 
антитела к RBD, обладают вируснейтрализующим дей-
ствием [8-10]. Показано, что из 109 моноклональных ан-
тител, сконструированных к уникальным эпитопам субъ-

единицы S1 белка Spike (включает RBD), только три об-
ладали вируснейтрализующим воздействием in vitro [11]. 
Это совершенно закономерный результат, если учесть, 
что область RBD, ответственная за связывание с ACE2, 
невелика относительно всего домена, поэтому антитело 
к эпитопу вне этой области неспособно препятствовать 
образованию распознающего инфекционного комплекса.

Иммуноферментный анализ (ИФА), определяющий 
только антитела, блокирующие взаимодействие RBD и 
ACE2, может служить альтернативной РБН при оценке 
эффективности вакцинации.

Цель работы: изучение функциональных характе-
ристик метода ИФА определения антител, блокирую-
щих взаимодействие RBD и ACE2 (суррогатный вирус-
нейтрализующий тест, sVNT).

Материал и методы. В работе применялись реак-
тивы: ТМБ, компоненты буферных растворов (Sigma, 
Fluka, Helicon). Для приготовления растворов исполь-
зована деионизованная вода (Milli-Q System, Millipore, 
США). Для ИФА использовали 96- луночные планше-
ты (Costar, США). Для валидации результатов, полу-
ченных с использованием разработанного sVNT мето-
да, использовали РБН в культуре клеток, и коммерче-
ские наборы реагентов:

Набор реагентов для качественного ИФА определе-
ния антител класса IgG к коронавирусу «SARS-CoV-
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2-ИФА-IgG» по ТУ 21.20.23-004-28597318-2020, РЗН 
2020/12585. («МедипалТех», Россия).

Набор реагентов для качественного и количе-
ственного определения антител класса IgG к вирусу 
SARS-CoV-2 иммунохемилюминесцентным методом 
в сыворотке и плазме крови человека на иммунохими-
ческих анализаторах ARCHITECT «SARS-CoV-2 IgG 
II Количественный Реагенты для ARCHITECT (SARS-
CoV-2 IgG II Quant Reagent Kit)», РУ РЗН 2021/13866, 
(«Abbott», Ирландия). 

В работе использовали следующие иммунореаген-
ты: рекомбинантные антигены Spike Protein(mFc Tag)
HPR, («Vazyme», Китай), рекомбинантный ангиотен-
зин-превращающий фермент 2 («Cusabio», США), в 
качестве стандартного образца, охарактеризованного 
по титру nAbs, использован международный стандарт 
ВОЗ – First WHO International Standard for anti-SARS-
CoV-2 immunoglobulin (human) (NIBSC code: 20/136, 
Dated 17/12/2020) [12].

Исследовали выборки сывороток крови пациентов: 
374 образцов сывороток крови, полученных от добро-
вольцев с известным анамнезом в 2017-2020 годах и 97 
образцов, полученных в 2021 году от пациентов, пере-
болевших и иммунизированных вакцинным препара-
том «Гам-КОВИД-Вак».

Методика постановки РБН и оценка результатов 
производилась аналогичным способом, описанным в 
работе Б.С. Череповича и соавторов [7].

ИФА метод определения антител, блокирующих 
взаимодействие RBD и ACE2. При проведении ИФА в 
лунки планшета вносили по 50 мкл образцов исследу-
емой сыворотки в разведении 1:10 в 0,02 М фосфатном 
буферном растворе рН 7,2, содержащем 0,2% бычьего 
сывороточного альбумина, 0,05% Tween 20, и 50 мкл 
рекомбинантного Spike, конъюгированного с перокси-
дазой хрена в том же буферном растворе в разведении 
1:150. После инкубирования в течение 30 мин при 37 
°С смесь переносили в лунки планшета с иммобили-
зированным рекомбинантным ACE2 и инкубировали 
30 мин при 37  °С. После инкубирования и отмывки 
вносили по 100 мкл 33 мМ цитратного буферного рас-
твора рН 4,0, содержащего 0,01% перекиси водорода и 
0,5 мМ 3,3',5,5'- тетраметилбензидина. Через 15 минут 
реакцию останавливали добавлением 100 мкл 2 N сер-
ной кислоты, измеряли оптическую плотность (ОП) в 
двухволновом режиме при основной длине волны 450 
нм и длине волны сравнения 680 нм.

Для каждого образца рассчитывали коэффициент 
подавления (КП, %) по формуле:

КП=(ОПср.(К-)-ОПобр.)/(ОПср. (К-)) ·100%, 
где:     ОПср.(К-) – среднее арифметическое значение 

ОП для группы неиммунных лиц;
ОПобр. - значение ОП для тестируемого образца.
Образец считается содержащим антитела, блокиру-

ющие взаимодействие RBD и ACE2, если КП≥30%.
Для более точной интерпретации образцов с одина-

ково высокими показателями КП, введён количествен-
ный параметр – титр sVNT, соответствующий послед-
нему разведению исследуемого образца при КП>30%.

Статистическая обработка. Образцы анализи-
ровали в двух повторах, и для расчётов использованы 
средние арифметические значения. Оценка граничного 
значения КП, позволяющая дифференцировать образ-

цы, содержащие антитела, блокирующие взаимодей-
ствие RBD и ACE2 от не содержащих, определена дву-
мя методами.

В первом методе пороговое значение определялось 
как КПпорог., рассчитываемое для     ОП=ОПсрКП -3σ, где:     

ОПсрКП – среднее значение оптической плотности 
«отрицательных» образцов;

σ - среднеквадратическое отклонение.
Оценку доверительных интервалов для частот осу-

ществляли методом Уилсона  (Wilson E.B.) [13].
Пороговое значение и диагностические характери-

стики метода определены с помощью ROC-анализа пу-
тём построения ROC-зависимости (Receiver Operator 
Characteristic) для результатов анализа крови выборки, 
иммунных и неиммунных в отношении SARC-CoV-2 
пациентов и выбора значения КП%, для которого сумма 
чувствительности и специфичности была максимальной.

Все данные анализировали с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism и программного обе-
спечения Microsoft Office Excel.

Результаты. Оптимизация и оценка диагностиче-
ских характеристик метода выявления антител, блоки-
рующих взаимодействие между RBD и ACE2 (sVNT) 
проведены на 374 образцах сывороток крови, получен-
ных от добровольцев с известным анамнезом в 2017-
2020 годах, 97 образцах, полученных в 2021 г. от паци-
ентов, переболевших и иммунизированных вакцинным 
препаратом «Гам-КОВИД-Вак». Все образцы охарак-
теризованы на наличие антител к RBD Spike SARS-
CoV-2. В качестве критерия наличия антител, в sVNT, 
блокирующих взаимодействие RBD коронавируса 
SARS-CoV-2 и ACE2 человека, в сыворотке или плазме 
крови использован коэффициент подавления (КП%). В 
соответствии с полученными результатами, образцы с 
КП≥30% рассматривались как содержащие антитела, 
блокирующие взаимодействие RBD и ACE2.

Рассчитаны показатели чувствительности (Se) и 
специфичности (Sp) разработанного sVNT метода по 
отношению к коммерческому тесту («SARS-CoV-2-
ИФА-IgG», «МедипалТех») [14,15].

Чувствительность и специфичность рассчитаны по 
формулам и составили:

Se=TP/(TP+FN)=96%(ДИ±3,35%, p<0,05);
Sp=TN/(TN+FP)=100%(ДИ±0,65%, p<0,05),   где:
TP - образцы, определённые как содержащие анти-

тела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, и к 
RBD Spike SARS-CoV-2;

FP - образцы, определённые как содержащие анти-
тела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, в раз-
рабатываемом тесте, но не содержащие антител к RBD 
Spike SARS-CoV-2;

TN - образцы, определённые как не содержащие ан-
титела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, и к 
RBD Spike SARS-CoV-2;

FN - образцы, определённые как не содержащие ан-
титела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, но 
содержащие антитела к RBD Spike SARS-CoV-2 

Пороговое значение и диагностические характери-
стики метода определены с помощью ROC-анализа. 
Результаты ROC-анализа для выборки образцов, полу-
ченных в 2017-2021 гг., и раздельно для двух выборок, 
полученных на разных этапах пандемии, представлены 
на рис. 1, А, Б, В и в таблице.
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Рис. 1. ROC-кривые результатов sVNT.   
А - для 340 положительных образцов, полученных в 2020-2021 гг. в сравнении с 131 отрицательным образцом, полученным с 2017 по 2019 год; Б - для 
243 положительных образцов, полученных в 2020 г. в сравнении с 131 отрицательным образцом, полученным с 2017 по 2019 г.; В - для 97 положитель-
ных образов, полученных в 2021 году в сравнении с 131 отрицательным образцом, полученным с 2017 по 2019 год.

Определение порогового значения и диагностических характеристик двумя методами

Метод Год, тип иммунитета КПпорог.,% Чувствительность, % Специфичность, %

Уилсона (Wilson) 2020-2021 (n=340), инфекция + вакцинация 
«Гам-КОВИД-Вак» 30 96 (ДИ: ±3,35%, p<0,05) 100(ДИ±0,65%, p<0,05)

ROC (рис. 1, А) 2020-2021 (n=340), инфекция + вакцинация 
«Гам-КОВИД-Вак» 31,45 98,53 (ДИ: 96,60-99,37%) 100 (ДИ:97, 15-100,0%)

ROC (рис. 1, Б) 2020 (n=243), инфекция 31,45 99.59 (ДИ: 97,71-98,0%) 100 (ДИ 97, 15-100%)

ROC (рис. 1, В) 2021 (n=97), инфекция + вакцинация «Гам-
КОВИД-Вак» 31,65 95,88 (ДИ: 89,87-98,38%) 100 (ДИ: 97, 15-100%)

Коэффициент вариации (CV%), определённый для 
30 образцов, не содержащих и содержащих антитела, 
блокирующих взаимодействие RBD и ACE2, находился 
в диапазоне 5,5-17,1%.

Аналитическая чувствительность sVNT. Оцен-
ка аналитической чувствительности sVNT осущест-
влена по международному стандартному образцу 
First WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 
immunoglobulin, human (NIBSC code: 20/136). Опре-

делена концентрация антител к коронавирусу SARS-
CoV-2, блокирующая взаимодействие RBD и ACE2, 
соответствующая КП=30%. На основании трёх незави-
симых экспериментов диапазон чувствительности на-
ходился в пределах 20-22 BAU/мл (рис. 2, A).

Аналитическая чувствительность, определённая по 
стандартному образцу ВОЗ, не противоречила экспе-
риментальным данным, полученных при исследовании 
образцов сывороток крови в наборах двух производи-

Рис. 2.  Аналитическая и диагностическая чувствительность sVNT. 
A - кривая титрования стандарта ВОЗ в sVNT; Б - результаты зависимости %КП (sVNT) от количества антител, полученные в наборах «МедипалТех» и 
«Abbott».   По оси абсцисс  - граница чувствительности (BAU/ml= 22), по оси ординат - граница уровня отсечения (КП=30). 
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телей (рис. 2, Б). Все образцы с содержанием IgG анти-
тел к RBD SARS-CoV-2 <22 BAU/ml по результатам 
анализа в наборах «МедипалТех» и «Abbott», опреде-
лены как не содержащие антител, блокирующих взаи-
модействие RBD и ACE2 в методе sVNT. Все образцы 
с содержанием IgG антител к RBD SARS-CoV-2 >22 
BAU/ml определены как содержащие антитела, блоки-
рующих взаимодействие RBD и ACE2 в методе sVNT.

Коэффициент корреляции Спирмена 0,8979 (ДИ 
95%:0,8425-0,9345, p<0,001) свидетельствует о выра-
женной, статистически значимой корреляции между 

КП% sVNT и количеством антител, выявленных в на-
борах сравнения (см. рис. 2, Б).

Определение процентной согласованности резуль-
татов, полученных в разработанном методе с ти-
тром вируснейтрализующих антител, полученном 
в РБН. 182 образца, охарактеризованные на наличие 
антител, блокирующие образование комплекса между 
RBD и ACE2, и антител к RBD Spike SARS-CoV-2, ис-
следованы в РБН в культуре клеток для определения 
титров nAbs. Полученные значения КП сопоставлены с 
титрами nAbs в РБН (рис. 3).
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Рис. 3. Зависимость коэффициента подавления КП% от титра nAbs. Выделен интервал значений титра nAbs (1:20-1:40) при котором антитела начинают 
обнаруживаться в sVNT.

Коэффициент корреляции Спирмена для этих дан-
ных составил 0,8187 (ДИ 95%:0,7641-0,8616, p<0,001). 
Полученные данные свидетельствуют о выраженной, 
статистически значимой корреляции КП% sVNT с ти-
трами nAbs, определенными в РБН.

В процессе анализа данных дополнительно использо-

ван уточнённый параметр, характеризующий содержание 
антител – sVNTтитр, соответствующий последнему раз-
ведению исследуемого образца при КП>30%. sVNTтитр 
определён по кривым титрования образцов, анализируе-
мых в ряде последовательных разведений. Пример таких 
кривых титрования представлен на рис. 4, A.
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Рис. 4.  Определение параметра sVNTтитр  и его корреляция с результатами РБН. 
А - кривые титрования образцов; Б – зависимость титра sVNT от титра nAbs в РБН.
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При сравнении титров nAbs РБН с титрами sVNT 
(рис. 4, Б), установлена корреляция высокой степени, 
коэффициент Спирмена составил 0,8689 (ДИ 95%: 
0,8109-0,9100, p<0,001).

Обсуждение. Эталоном для определения вирусней-
трализующих антител nAbs является РБН в культуре 
клеток. Для проведения РБН требуется лаборатория 3 
уровня биологической безопасности (BSL 3) из-за об-
ращения с живым вирусом SARS-CoV-2, помимо этого, 
анализ трудоёмок, на его выполнение уходит 2-4 дня.

Альтернативной РБН является реакция нейтрализа-
ции на основе псевдовирусов (pVNT), подразумеваю-
щая использование генно-модифицированного вируса, 
на поверхности которого экспонирован S-белок SARS-
CoV-2, позволяющего проводить анализ в лаборато-
рии уровня BSL 2. Тот факт, что pVNT по-прежнему 
требует использования живых вирусов и клеток делает 
его малопригодным для масштабирования. [3,16] Дру-
гая альтернатива РБН – ИФА, определяющий только 
антитела, блокирующие взаимодействие RBD и ACE2, 
sVNT [1,6,7,17].

При валидации метода ИФА оценка порогового зна-
чения КП, позволяющая дифференцировать образцы, 
содержащие антитела, блокирующие взаимодействие 
RBD и ACE2, от не содержащих, определялась двумя ста-
тистическими методами (см. таблицу). ROC-анализом 
раздельно проанализированы образцы с постинфекци-
онным и гибридным иммунитетом. Во всех случаях по-
лучены близкие (31,45- 1,65%) пороговые значения КП 
и высокие диагностические характеристики.

При сравнении данных, полученных в разработан-
ном sVNT методе с данными, полученными в РБН в 
культуре клеток, установлена статистически значи-
мая корреляция (коэффициент корреляции Спирмена 
0,8187; ДИ 95%:0,7641-0,8616, p<0,001), что согласует-
ся с результатами других авторов [1,6,17].

Разработанный метод определения антител, блоки-
рующих взаимодействие RBD-ACE2, апробирован на 
образцах доноров с поствакцинальным и с постинфек-
ционным иммунитетом.

Аналитическая чувствительность наборов «Меди-
палТех» и «Abbott» для определения антител к RBD 
SARS-CoV-2 имеет более высокую чувствительность, 
10 BAU/ml и 7 BAU/ml, соответственно, анализируе-
мые образцы, содержащие антитела к SARS-CoV-2 в 
количестве, ниже предела чувствительности sVNT, 
имеют КП<30%. Чувствительность РБН в культуре кле-
ток, определённая путём титрования международного 
стандартного образца First WHO International Standard 
for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin, human, составила 
25 IU/мл (разведение стандартного образца 1:40). Схо-
жесть результатов, полученных для чувствительности 
двух методов, позволяет утверждать, что разработан-
ный метод является адекватной альтернативой РБН в 
культуре клеток.

Заключение. Разработан метод, позволяющий вы-
являть антитела, блокирующие взаимодействие RBD-
ACE2, простым, безопасным и быстрым способом с 
высокой специфичностью и чувствительностью. Пре-
имуществом разработанного метода является универ-
сальность, исключающая необходимость использова-
ния антивидовых конъюгатов для выявления антител 
в сыворотках крови разных видов животных, при про-

ведении доклинического тестирования вакцин против 
SARS-CoV-2. В работе по изучению иммуногенности 
кандидатной вакцины при оценке нейтрализующих ан-
тител у трёх видов животных, установлена корреляция 
высокой степени между титрами РБН и sVNT [7].

Разработанный метод может найти применение в 
клинической лабораторной диагностике для монито-
ринга титров антител у вакцинированных и реконва-
лесцентов при подборе донорской плазмы, для оценки 
эффективности вакцин-кандидатов во время доклини-
ческих и клинических испытаний, при разработке ле-
карственных средств [18], в том числе моноклональных 
антител, с соответствующим механизмом действия.
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ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА АУТОИММУННЫХ БУЛЛЕЗНЫХ  
ДЕРМАТОЗОВ: ВОЗМОЖНОСТИ ТЕСТ-СИСТЕМ ДЛЯ  
ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА  (обзор литературы)

ФГБУ «Государственный научный центр дерматовенерологии и косметологии» Минздрава РФ, Москва, 119991, Россия

Аутоиммунные буллезные дерматозы представляют собой гетерогенную группу редких заболеваний кожи и слизистых 
оболочек, характеризующихся продукцией аутоантител, нацеленных на структурные белки эпителиальной ткани и под-
лежащей базальной мембраны. Появившиеся на рынке за последние два десятилетия высокочувствительные и специфичные 
тест-системы для иммуноферментного анализа на основе рекомбинантных форм целевых антигенов предоставили новый 
эффективный инструмент для диагностики ряда аутоиммунных буллезных дерматозов. Цель данной статьи – обобщить 
информацию о современных наборах для ИФА диагностики буллезных дерматозов. В обзоре описаны диагностические воз-
можности, шкала оценки результата и особенности постановки иммуноферментного анализа для представленных тест-
систем. Кроме того, приведена информация о разработке аналогичных диагностических инструментов в Российской Феде-
рации. 
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Autoimmune bullous dermatoses are a heterogeneous group of rare diseases of the skin and mucous membranes characterized by the 
production of autoantibodies targeting structural proteins of epithelial tissue and the underlying basal membrane. Highly sensitive 
and specific immunoassay test systems based on recombinant forms of target antigens that have appeared on the market in the last 
two decades have provided a new effective tool for the diagnosis of a number of autoimmune bullous dermatoses. The purpose of this 
article is to summarize information on current ELISA kits for the diagnosis of bullous dermatoses. The review describes the diagnostic 
capabilities, the result evaluation scale and the specifics of immunoassay staging for the test systems. In addition, information on the 
development of similar diagnostic tools in the Russian Federation is given. 
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Аутоиммунные буллезные дерматозы (АИБД) – пред-
ставляют собой гетерогенную группу редких заболева-
ний кожи и слизистых оболочек, развитие которых об-
условлено продукцией аутоантител, связывающихся со 
структурными белками эпителиальной ткани и подле-
жащей базальной мембраны [1]. Клинические проявле-
ния этих заболеваний могут существенно совпадать, а 
именно: общим клиническим признаком буллезных дер-
матозов являются пузыри (буллы) и образующиеся на 
их месте эрозии. Аналогичные клинические проявления 
в виде пузырей и эрозий могут также наблюдаться при 
токсидермиях, синдроме Лайелла, синдроме Стивенса-
Джонсона, многоформной эритеме, патогенез которых 
не связан с продукцией аутоантител. Схожесть клини-
ческой картины этих заболеваний делает необходимым 
использование в их диагностике методов, позволяющих 
обнаруживать соответствующие аутоантитела. В настоя-
щее время окончательный диагноз буллезного дерматоза 
устанавливается на основании сочетания клинической 
картины с выявлением аутоантител к отдельным целе-
вым антигенам. Особенно важна диагностика пузыр-
чатки, которая является дерматозом с потенциально 
летальным исходом. До появления кортикостероидов от 
пузырчатки погибали 75% заболевших, обычно в тече-
ние 1 года после начала болезни [2]. 

Выявление аутоантител при буллезных дерматозах 
возможно с помощью патолого-анатомического иссле-
дования биопсийного материала кожи с применением 
иммунофлюоресцентных методов, а также может быть 
использована серологическая диагностика. Иммуно- 
флюоресцентное исследование биоптата кожи позволя-
ет выявить отложение и локализацию аутоантител в ко-
же, которая различна при разных заболеваниях. Однако 
получение биоптата кожи представляет собой инвазив-
ную и сложную процедуру по сравнению с получением 
образца крови. Поэтому ведущее место в идентифика-
ции АИБД занимает серодиагностика, которая является 
минимально инвазивной, что особенно важно в случа-
ях, когда невозможно получить биоптаты.

Для серологической диагностики буллезных дер-
матозов может быть использована непрямая имму-
нофлюоресцентная микроскопия с использованием 
сыворотки пациента или иммуноферментный анализ 
(ИФА). В настоящее время в серологической диагно-
стике АИБД все чаще применяются системы ИФА на 
основе рекомбинантных форм целевых антигенов. 
Помимо идентификации специфичных аутоантител, 
ИФА позволяет количественно оценить их уровень, 
обеспечивая мониторинг течения заболевания и эф-
фективность проводимой терапии. Исследование про-
водят с использованием коммерческих наборов для 
определения аутоантител, наблюдаемых при АИБД, а 
именно: антител к десмоглеинам первого типа (Dsg1) 
и третьего типа (Dsg3) при вульгарной или листовид-
ной пузырчатке; к энвоплакину при паранеопластиче-
ской пузырчатке; к белкам BP180 и BP230 при пем-
фигоидных заболеваниях; к коллагену VII типа при 
приобретённом буллёзном эпидермолизе. Поскольку 

не существует международных эталонных сывороток 
для определения уровня аутоантител, ассоциирован-
ных с АИБД, в большинстве тест-систем результаты 
представляются в условных единицах, которые явля-
ются относительной мерой концентрации антител в 
образце крови пациента.

Цель данной статьи – обобщить информацию об 
имеющихся на российском рынке коммерческих лабо-
раторных системах для иммуноферментной диагности-
ки аутоиммунных буллёзных дерматозов с описанием 
их диагностических возможностей, шкалы оценки ре-
зультата и особенностей постановки ИФА для каждой 
тест-системы. В обзоре также приведена информация 
о разработке аналогичных диагностических инстру-
ментов в Российской Федерации. Изучение вопроса о 
возможности создания российских аналогов с целью 
импортозамещения актуально в ситуации нарастающе-
го дефицита и увеличения стоимости зарубежных диа-
гностических систем.

Обзор основан на публикациях, посвящённых раз-
работке тест-систем для иммуноферментной диагно-
стики буллёзных дерматозов, включающих исследова-
ния последних 10 лет. Поисковая работа выполнена с 
использованием международных научных баз данных 
PubMed, Scopus, Elsevier.

Обобщённая информация о доступных на россий-
ском рынке тест-системах для иммуноферментной диа-
гностики аутоиммунных буллёзных дерматозов – как 
имеющих регистрационное удостоверение, так и пред-
назначенных только для лабораторного использования, 
а также их диагностические характеристики представ-
лены в таблице.

ИФА тест-системы для обнаружения аутоан-
тител к десмоглеинам 1 и 3 типов. Десмоглеины 1-го 
и 3-го (Dsg1 и Dsg3) типов является гликопротеинами 
семейства десмосомных кадгеринов - молекул клеточ-
ной адгезии [3, 5].

Это трансмембранные белки с С-концевым цито-
плазматическим доменом, трансмембранным участ-
ком и внеклеточным фрагментом, состоящим из 
пяти экстрацеллюлярных субдоменов [3, 4, 6]. Тест-
системы для ИФА на основе рекомбинантных белков 
– аналогов экстрацеллюлярных доменов десмоглеи-
нов 1-го и 3-го типов позволяют эффективно диффе-
ренцировать вульгарную (определение аутоантител 
к Dsg3) и листовидную (определение аутоантител к 
Dsg1) пузырчатки [7, 8].

Первыми коммерчески доступными тестами ста-
ли «Mesacup-2 test Desmoglein 1» и «Mesacup-2 
test Desmoglein 3», производимые компанией MBL 
(Medical and Biological Laboratories Co.Ltd., Япония). 
Тест-системы основаны на непрямом ИФА. Для по-
иска аутоантител используются рекомбинантные бел-
ки- аналоги внеклеточных доменов Dsg1 и Dsg3, про-
дуцируемые клетками CHO (Chinese hamster ovary) [9]. 
Уровень антител в сыворотке крови оценивается вве-
дёнными авторами индексом «условные единицы» - U/
ml (Unit value/ml). Для количественной оценки данного 
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индекса тест-системы включают калибраторы 0 и 100 
U/ml. Значение индекса ≥20 свидетельствует о наличии 
антител к соответствующему десмоглеину. Диапазон 

измерений тест-систем составляет 5-150 U/ml, а чув-
ствительность и специфичность - 100% для определе-
ния Dsg1 и 95,8% для определения Dsg3 [10].

Тест-системы для иммуноферментной диагностики аутоиммунных буллёзных дерматозов, представленные на российском рынке

Диагностиче-
ские маркеры Заболевание

Диагностическая тест-
система (производи-

тель)

Чувстви-
тельность 

Специфич-
ность (%) Литература Регистрационное 

удостоверение (при наличии)

Анти-Dsg1 Листовидная
 пузырчатка

Mesacup-2 test Desmo-
glein 1 (MBL, Япония) 100% 95,8 [9, 10] For in vitro diagnostic use

Euroimmun (Германия) 100% 97,9 [4, 11] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010
Fine Test (Южная Корея) 0,469 МЕ/мл [12] For research use only

Анти-Dsg3 Вульгарная 
пузырчатка

Mesacup-2 test Desmo-
glein 3 (MBL, Япония) 100% 95,8 [9, 10] For in vitro diagnostic use

Euroimmun (Германия) 100% 97,9 [4, 11, 12] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010
Fine Test (Южная Корея) 0,469 МЕ/мл [12] For research use only
Cloud-Clone Corp (США) 0,71 нг/мл [14] For research use only

AssayGenie (Дублин-
Лондон) 0.469 IU/ml [15] For research use only

Анти-энвоплакин
Паранеопла-
стическая пу-

зырчатка
Euroimmun (Германия) 91,3% 95,7 [16] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Анти-BP180 Буллёзный
 пемфигоид

(MBL, Япония) 59 - 60% 98 - 99 [18]
Euroimmun (Германия) 75,5 - 94,3% 86 - 98,8 [19, 21] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Анти-BP230 Буллёзный 
пемфигоид

(MBL, Япония) 59 - 60% 98 - 99 [19, 20] For research use only

Euroimmun (Германия) 36,7 – 61,6 86,0 – 98,8 [21] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Анти – Col 7
Приобретённый 

буллёзный 
эпидермолиз

Euroimmun (Германия) 82,2% 98,6 [27-28] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Анти- tТG

Целиакия 
Герпетиформ-
ный дерматит 

Дюринга

Euroimmun (Германия) 95,7% 98 [31-33] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Orgentec Diagnostika (Гер-
мания) 100% 96,7 [34] ФСЗ 2012/11754 от 20.03.2012

Анти -Gliadin

Целиакия 
Герпетиформ-
ный дерматит 

Дюринга

Euroimmun (Германия) 82,3% 95,9 [31] ФСЗ 2010/07326 от  05.07.2010

Orgentec Diagnostika (Гер-
мания) 70% 100 [34] ФСЗ 2012/11754 от 20.03.2012

Анти- Dsg1, 
Анти- Dsg3, 
Анти-BP230, 
Анти-BP180, 
Анти – Col 7

Мультивари-
антная

 тест-система 
(определение 

5 диагностиче-
ских маркеров)

Mesacup anti-skin profile 
test 

(MBL, Япония)

Соответству-
ет чувстви-
тель-ности 

каждого 
моноантиген-

ного ИФА 

Соответ-
ствует спец-
ифичности 

каждого 
моноанти-
ген-ного 

ИФА

[23] For research use only

Анти- Dsg1, 
Анти- Dsg3, 
Анти-BP230, 
Анти-BP180, 
Анти – Col 7, Ан-
ти-энвоплакин

Мультивари-
антная

 тест- система 
(определение  6 

диагностиче-
ских маркеров)

Dermatology Profile Elise
 Euroimmun (Германия)

Соответствует 
чувствитель-
ности каждо-
го моноанти-
генного ИФА 

Соответ-
ствует спец-
ифичности 

каждого 
моноан-

тигенного 
ИФА

[35] For research use only

Компания Euroimmun (Medizinische Labordiagnosti-
ka AG, Germany) при создании аналогичных систем для 
ИФА использовала в качестве целевых антигенов экс-
трацеллюлярные фрагменты Dsg1 и Dsg3, экспресси-
рованные в клеточной линии человека HEK293 [4, 11]. 
Чувствительность созданных тест-систем - 100% - бы-
ла аналогична таковым фирмы MBL, а специфичность 
оказалась несколько выше - 97,9% [12]. Уровень актив-
ности антител в исследуемом образце оценивается в 

сравнительных единицах – relative units в мл (RU⁄ml). 
Для количественной характеристики активности анти-
тел тест-система включает набор калибраторов, на ос-
нове значений оптической плотности которых строится 
калибровочный график. Как и в тест-системах фирмы 
MBL, значение активности ≥20 RU⁄ml свидетельству-
ет о наличии антител к определяемому десмоглеину. 
Диапазон измерений наборов составлял 2-200 RU⁄ml. 
Считается, что установленные в тест-системах MBL и 
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Euroimmun уровни активности аутоантител к Dsg1 или 
Dsg3 коррелируют с активностью заболевания и могут 
служить прогностическим средством для оценки его 
тяжести, а также быть индикатором перехода между 
двумя формами пузырчатки [7, 8].

В настоящее время тест-системы ИФА для количе-
ственного определения уровня антител к десмоглеинам 
1-го и 3-го типа предлагаются также фирмами Fine Test 
(Южная Корея) [13] и Cloud-Clone Corp (США) [14], 
которые позиционируют себя как производители дан-
ных тест-систем, а для определения уровня антител 
только к десмоглеину 3-го типа - AssayGenie (Дублин-
Лондон) [15].

Cloud-Clone Corp предлагает набор для непрямого 
качественного и количественного ИФА, аналогичный 
системам MBL и Euroimmun. Набор включает лиофи-
лизированный стандарт для построения калибровочно-
го графика. Единицей измерения концентраци аутоан-
тител являются нг/мл. Диапазон определения: 1,56-100 
нг/мл. Чувствительность: 0,71 нг/мл. Длительность 
анализа 2,5 часа.

Тест-системы Fine Test и AssayGenie идентичны 
и предназначены для количественного определения 
концентрации антидесмоглеиновых антител методом 
сэндвич ИФА. В качестве антигена для сорбции и ме-
чения биотином использованы рекомбинантные Dsg 1 
или Dsg 3 человека. Уровень аутоантител определяет-
ся по калибровочным графикам в условных единицах. 
Интервал обнаружения 0,781 – 50 UЕ/мл, чувствитель-
ность метода 0,781 UЕ/мл. Время выполнения исследо-
вания 4 часа.

В тест-системах Fine Test, Cloud-Clone Corp и As-
sayGenie рассматривается проведение количественного 
анализа, так как критерии для качественного анализа 
отсутствуют. Для определения диагностически значи-
мого количества аутоантител необходимо построение 
калибровочного графика как минимум из 4 точек и 
дополнительно – постановка отрицательного контро-
ля. Это значительно сокращает количество лунок для 
тестируемых образцов. Возникают также вопросы со-
поставления количественных результатов определе-
ния, выраженных в нг/мл в одних тест- системах и ус-
ловных единицах (Relative Units, RU, или International 
Units, IU) - в других.

ИФА тест-системы для обнаружения аутоан-
тител при паранеопластической пузырчатке. Тест-
система ИФА для диагностики паранеопластической 
пузырчатки производства компании Euroimmun [16] 
создана на основе рекомбинантного N-концевого фраг-
мента энвоплакина, экспрессированного в клетках E. 
coli. Как во всех наборах Euroimmun, имеются кали-
братор, положительный и отрицательный контроли. 
Показатель оптической плотности (ОП) калибратора 
определяет верхний предел референсного диапазона 
(пороговое значение) для здоровых людей, рекомен-
дованный Euroimmun. Значения выше порогового счи-
таются положительными, ниже — отрицательными. 
Помимо качественной интерпретации, возможна по-
луколичественная оценка результатов путем расчета 
коэффициента (R) как отношения значения ОП иссле-
дуемого образца к значению ОП калибратора. Резуль-
таты интерпретируются следующим образом: R<1,0 
- результат отрицательный, R≥1,0 - результат положи-

тельный. Нижний предел обнаружения антител к энво-
плакину предложенным методом R = 0,07. При спец-
ифичности 95,7% чувствительность метода составляет 
91,3% [16]. Концентрация антител коррелирует с ак-
тивностью заболевания и может использоваться для 
мониторинга эффективности лечения. ИФА для обна-
ружения антител к энвоплакину на основе N-концевого 
фрагмента энвоплакина не только идентифицирует 
циркулирующие аутоантитела против энвоплакина при 
паранеопластической пузырчатке, но и способствует её 
дифференциальной диагностике от буллёзного пемфи-
гоида, вульгарной и листовидной пузырчаток.

ИФА тест-системы для обнаружения аутоан-
тител к BP180 и BP230 при буллёзном пемфигоиде. 
При буллёзном пемфигоиде аутоантитела специфичны 
к двум полудесмосомальным белкам, ВР180 и ВР230 
[17]. BP180 представляет собой трансмембранную мо-
лекулу, аутоантитела к которой реагируют с её внекле-
точным неколлагеновым доменом NC16A. BP230 явля-
ется внутриклеточным компонентом гемидесмосомы, 
и основная иммуногенная мишень аутоантител - глобу-
лярный С-концевой домен данной молекулы.

Для обнаружения аутоантител против BP180 было 
разработано несколько методов ИФА с использовани-
ем рекомбинантных форм BP180, чаще всего его вне-
клеточного домена NC16A [18-20], полученного путем 
бактериальной экспрессии в клетках E. coli. 

Широкое распространение получили коммерческие 
тест-системы для качественного определения концен-
трации аутоантител при буллезном пемфигоиде ме-
тодом непрямого ИФА двух производителей – MBL 
и Euroimmun. Тест-система MBL основана на реком-
бинантном антигене NC16A в виде белка, слитого с 
глутатион-S-трансферазой - (GST)-NC16A [18]. В тест-
системе Euroimmun используемый рекомбинантный 
белок включает четыре копии домена (NC16A-4X), 
слитые с полигистидиновой меткой для усиления экс-
прессии [21]. Получившийся белок имеет такой же раз-
мер, как белок, слитый с GST.

Тест-системы MBL содержат положительный и от-
рицательный контроли. Для определения уровня ауто-
антител к БП180 сравниваются значения оптических 
плотностей (ОП) в лунках с исследуемым образцом и 
отрицательным контролем. Если OП образца <2,1x OП 
отр. контроля - результат исследования отрицательный; 
если OП образца ≥2,1x OП отр. контроля - результат 
положительный. Чувствительность и специфичность 
тест-систем составляют 59-60% и 98-99% соответ-
ственно [19,20]. Единицей обнаружения аутоантител 
являются Международные Единицы - МЕ (International 
Units, IU). Пороговое значение обнаружения аутоанти-
тел 9 МЕ/мл.

Тест-система компании Euroimmun основана на ис-
пользовании тетрамерного белка NC16A-4X. Уровень 
активности антител в исследуемом образце оценива-
ется в сравнительных единицах (RU⁄ml). Состав тест-
системы и метод регистрации результатов аналогичны 
таковым для определения антител к десмоглеинам. 
ИФА с BP180 - NC16A-4X имеет чувствительность 
75,5-94,3% и специфичность 86-98,8% [21,22]. Уровни 
антител к BP180, определяемые с помощью тетрамер-
ной тест-системы, коррелируют с активностью заболе-
вания, что важно для принятия решений о лечении у 
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пациентов без видимых поражений кожи [22].
Тест-наборы ИФА для определения антител про-

тив BP230 разработаны теми же компаниями и име-
ют сходный дизайн. Планшеты компании MBL сор-
бированы N-концевыми и C-концевыми рекомби-
нантными белками человека [21], клонированными и 
экспрессированными в клетках E. coli. Чувствитель-
ность такой иммуноферментной системы составляет 
59-60%, специфичность варьируется в интервале 98-
99% [23].

Планшеты компании Euroimmun сорбирова-
ны фрагментом С-концевого глобулярного домена 
BP230, экспрессированного также в системе E.coli 
[24]. Чувствительность и специфичность метода ва-
рьируются в интервалах 36,7–61,6% и 86,0–98,8% со-
ответственно [21-22].

Достаточно широкие диапазоны чувствительно-
сти и специфичности ИФА, о которых сообщается в 
исследованиях, объясняют следующими причинами: 
разные методы определения порогового значения 
тест-систем; различие в количестве исследуемых 
сывороток; выборка пациентов буллёзным пемфиго-
идом (длительность и тяжесть заболевания, оказыва-
емое лечение); разная длина и источники получения 
рекомбинантных белков [25].

Многие исследователи отмечают, что при одно-
временном исследовании сывороток с использова-
нием двух тест-систем – на определение антител к 
BP230 и BP180 чувствительность и специфичность 
ELISA возрастают до 84,6-97% и 88-100% соответ-
ственно [21,22].

Известна также очень редкая форма буллез-
ного пемфигоида – анти-ламинин-γ1/анти-p200-
пемфигоид. У этих пациентов аутоантитела выраба-
тываются к белку p200, который представляет собой 
γ1-ламинин.

ИФА тест-системы для обнаружения аутоан-
тител к коллагену VII типа при приобретенном 
буллёзном эпидермолизе. Высокочувствительную и 
специфичную диагностику приобретенного буллез-
ного эпидермолиза позволяет проводить доступная 
коммерческая система ИФА Col7-NC1 (Euroimmun). 
Диагностика основана на качественном определении 
аутоантител IgG к коллагену VII типа (Col7). Моле-
кула Col7 представляет собой тример, каждая цепь 
которого состоит из коллагенового домена, флан-
кированного неколлагеновыми доменами NC1 на 
амино-конце и NC2 - на карбокси-конце. Мажорные 
иммуногенные эпитопы находятся в домене NC1, а 
минорные - в домене NC2 [26].

В тест-системе Euroimmun Col7-NC1 планшеты 
сорбированы рекомбинантным NC1-Col7, экспресси-
рованным на поверхности клеток HEK293 [27]. По-
роговое значение тест-системы 20 RU⁄ml; чувстви-
тельность и специфичность 82,2% и 98,6% соответ-
ственно [28].

ИФА для обнаружения аутоантител к коллагену 
VII типа полезен для подтверждения диагноза ПБЭ, 
дифференциации его от случаев анти-ламинин-γ1/
анти-p200-пемфигоида и для помощи в принятии ре-
шений о лечении. Уровень циркулирующих антител 
коррелируют с активностью заболевания [29].

ИФА тест-системы для обнаружения ауто-

антител к герпетиформному дерматиту (болез-
ни Дюринга). Герпетиформный дерматит (болезнь 
Дюринга) — кожное проявление целиакии, поража-
ющее около 10%  пациентов с этим заболеванием. 
Для него характерно образование пузырей в зоне ба-
зальной мембраны кожи. Мишенью циркулирующих 
аутоантител IgA при этом являются тканевая транс-
глутаминаза (tТG) [30] и деамидированный глиадин 
[30]. Поскольку основная глютенчувствительная 
энтеропатия часто связана с селективным дефици-
том IgA, для диагностики показано дополнительное 
определение антител класса IgG. Компания Euroim-
mun производит тест-системы ИФА для диагностики 
анти- tТG и анти-глиадиновых аутоантител - «Anti-
tissue Transglutaminase ELISA (IgA)» [31] и «Europlus 
Anti-Gliadin (GAF-3X) ELISA (IgA)» [32,33].

Эпидермальная трансглутаминаза [30] - фермент, 
экспрессируемый в шиповатом слое эпидермиса. 
Соответствующий рекомбинантный белок, сорби-
руемый в лунки планшетов, экспрессируется в кле-
точной линии насекомых Spodoptera frugiperda Sf9 
Тест-система позволяет проводить качественное и 
количественное определения аутоантител класса 
IgA, а при необходимости – IgG.

Глиадин - белок, входящий в состав глютена, вы-
зывает воспалительные, иммунологические и ауто-
иммунные реакции у людей с глютеновой непере-
носимостью. В диагностике используются тесты, 
содержащие в качестве антигенов линейные деза-
мидированные пептиды глиадина, что делает метод 
чувствительнее и специфичнее. Рекомбинантный по-
липептид, к которому определяются антитела, пред-
ставляет собой «дизайнерский антиген» - тример 
слитого пептида [31], который вызывает положи-
тельную реакцию почти исключительно у пациентов 
с целиакией и герпетиформным дерматитом Дюрин-
га. Одна пептидная последовательность - основной 
эпитоп дезамидированного глиадина, тогда как вто-
рая патофизиологически значима для целиакии [32]. 
ДНК, кодирующая слитые пептиды, экспрессирована 
в клетках E. coli.

Состав обеих тест-систем и метод регистрации 
результатов аналогичны таковым для определения 
антител к десмоглеинам. Активность антител в ис-
следуемом образце оценивается в сравнительных 
единицах в мл (RU⁄ml). Значение активности ≥20 
RU⁄ml (в случае глиадина ≥25 RU⁄ml) свидетельству-
ет о наличии антител к соответствующему белку. 
Чувствительность и специфичность тест-системы 
«Anti-tissue Transglutaminase ELISA (IgA)» составля-
ют 95,7% и 98% соответственно [32]. В случае де-
фицита в исследуемом образце антител IgA, можно 
определять IgG [33]. Чувствительность тест-системы 
для определения IgG выше – 99,7%. Чувствитель-
ность и специфичность тест-системы «Europlus Anti-
Gliadin (GAF-3X) ELISA (IgA)» составляют 82,3% и 
95,9% соответственно [31].

Для диагностики анти- tТG и анти-глиадиновых 
аутоантител на российском рынке также зарегистри-
рованы тест-системы для непрямого ИФА компании 
Orgentec Diagnostika GmbH (Германия). [34] Анти-
генами для сорбции являются высокоочищенные ре-
комбинантные белки человеческого происхождения: 

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2025; 70(1)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-1-126-134 
EDN:  PANMJK

IMMUNOLOGY



131

тканевая трансглутаминаза и деамидированные пеп-
тиды глиадина (DGP). В связи с отсутствием между-
народного стандарта определения анти-tTG и анти-
DGP антител, метод прокалиброван в арбитражных 
единицах (U⁄ml). Диапазон измерения в обоих слу-
чаях составляет 0-200 U⁄ml, чувствительность - 1 
U⁄ml. Для определения анти-tTG диапазон измерения 
0-200 U⁄ml, чувствительность 100%, специфичность 
96,7%. Для определения анти-DGP диапазон измере-
ния 0-1000 U⁄ml, чувствительность 70%, специфич-
ность 100%.

Мультивариантные тест-системы ИФА. 
В 2016 году компания MBL создала новую тест-
систему ИФА для более быстрого обнаружения 
антител IgG к десмоглеину 1, десмоглеину 3, анти-
генам буллезного пемфигоида BP180, BP230 и кол-
лагену  XVII типа «Mesacup anti-skin profile test» 
(ASPT) [12, 23].  Аутоантитела к перечисленным 
антигенам можно обнаружить одновременно в од-
ном анализе, поскольку каждое определяется в от-
дельной лунке с сорбированным соответствующим 
рекомбинантным антигеном. Согласно инструкциям 
производителя, время анализа до момента снятия 
результатов 1час 45 минут и один образец сыворот-
ки может быть протестирован на одном стрипе, со-
держащем восемь лунок: пять для аутоантигенов и 
три для положительного и отрицательного контро-
лей. Диагностическая чувствительность метода ва-
рьировалась от 59,6% (к BP180 при буллёзном пем-
фигоиде) до 92,5% (для обыкновенной пузырчатки), 
а специфичность от 97,5% (к BP180) до 100% (при 
всех остальных исследуемых дерматозах). В 2016 
году были опубликованы аналогичные исследова-
ния по использованию системы многовариантного 
иммуноферментного анализа для диагностики ауто-
иммунных буллезных заболеваний, созданной под 
руководством департамента дерматологии г. Любек 
(Германия) [35]. Мультивариантный ИФА – Derma-
tology Profile ELISA -  включает 6 различных реком-
бинантных иммунодоминантных антигенов – мише-

ней аутоиммунных буллёзных дерматозов: BP180, 
BP230, коллаген VII типа, десмоглеин 1, десмогле-
ин 3 и энвоплакин, каждый из которых вносится в 
отдельную лунку (см. рисунок). Время анализа до 
момента снятия результатов 1час 45 мин. Полуко-
личественная оценка проводится на основе общего 
калибратора и антигенспецифического фактора.

Метод разрабатывался на основе индивидуаль-
ных ИФА систем для определения антител против 
десмоглеина 1, десмоглеина 3, энвоплакина, ВР180, 
ВР230 и col7. Для валидации многовариантного ИФА 
использовали панель сывороток пациентов с хорошо 
охарактеризованными аутоиммунными буллёзны-
ми дерматозами и панель контрольных сывороток, 
полученных от здоровых доноров и от пациентов с 
невоспалительными заболеваниями кожи. Диагно-
стическая чувствительность метода варьировалась 
от 85,7% (для паранеопластической пузырчатки) до 
100% (для обыкновенной пузырчатки), а специфич-
ность от 97,3% (для буллезного пемфигоида) до 
100% (при приобретенном буллезном   эпидермоли-
зе). При сравнении многовариантного ИФА и прямой 
иммунофлуоресцентной микроскопии (золотой стан-
дарт диагностики АИБД), согласованные результаты 
наблюдались для 94% больных пузырчаткой и 71% 
больных пемфигоидом. При традиционном многоэ-
тапном диагностическом подходе совпадение резуль-
татов отмечено для 91% больных пузырчаткой, 88% 
больных буллезным пемфигоидом и 93% здоровых 
доноров.

По мнению авторов, отсутствие реактивности в 
многовариантном ИФА может быть связано с охватом 
неполного спектра целевых антигенов АИБД и игно-
рированием реактивности аутоантител класса IgA. 

Несмотря на отмеченную информативность и 
скорость выполнения анализа, мультивариантные 
тест-системы ИФА в настоящее время отсутствуют 
на коммерческом рынке. Заявленный разработчика-
ми оптимизм не был поддержан клиническими дер-
матологами [36], основное замечание которых заклю-

Схема расположения антигенов на планшете для мультивариантного ИФА. 
В горизонтальных рядах сорбированы рекомбинантные формы иммунодоминантных антигенов – мишеней шести аутоиммунных буллёзных дерматозов. 
Сыворотка каждого пациента вносится в вертикальный ряд. На планшете возможен анализ двенадцати образцов сыворотки. Под схемой панели показана 
длительность каждого этапа ИФА. 
BP – буллёзный пемфигоид; Dsg – десмоглеин (цит. по V. van Beek и соавт. [35]).
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чается в том, что анализ крови методом ИФА полезен 
для подтверждения заболевания, но не для его диагно-
стики при отсутствии клинических данных. 

Помимо описанных диагностических систем, в спе-
циализированных лабораториях доступны нестандар-
тизированные тест-системы ИФА, содержащие набор 
рекомбинантных антигенов для определения таких 
редких параметров, как: наличие IgE-антител против 
BP180 NC16A [37-38], реактивность сыворотки крови 
против десмоколлинов [39], ламинина γ1 [40], реактив-
ность IgA- антител против эктодомена BP180 [41], 
диагностика полноразмерного BP180 [42] и различ-
ных других форм BP180 [43], а также ламинина 332 
[44]. Использование данных наборов обеспечивает 
предварительное скрининговое исследование редких 
АИБД и сокращает время для постановки диагноза. 

Таким образом, анализ данных литературы сви-
детельствует, что появившиеся на рынке за послед-
ние два десятилетия высокочувствительные и спе- 
цифичные системы ИФА на основе рекомбинантных 
антигенов все чаще применяются в серологической 
диагностике АИБД. Отличаясь простотой исполне-
ния, быстротой получения и объективностью оцен-
ки результата, метод позволяет идентифицировать 
и количественно измерять уровень аутоантител, 
который в ряде случаев коррелирует с активностью 
заболевания и может служить прогностическим 
средством для оценки его тяжести. Каждая пред-
ставленная в обзоре тест-система отличается высо-
кими значениями диагностических характеристик и 
содержит все необходимые для постановки анализа 
реагенты. Одновременно следует отметить уникаль-
ность каждой тест-системы по видам и источникам 
получения рекомбинантных целевых антигенов и 
определяемому ими диапазону чувствительности; 
качественной и/или количественной оценке предо-
ставляемого результата; единицам измерения актив-
ности аутоантител. Представленный обзор может 
помочь определиться с выбором тест-системы, мак-
симально соответствующей требованиям потребите-
ля.  Отмеченное в обзоре отсутствие единого стан-
дарта единиц измерения связано с невозможностью 
создания банка стандартных сывороток в связи с 
редкой встречаемостью описанных аутоиммунных 
заболеваний. К недостаткам описанных тест-систем 
в настоящее время можно отнести сложность по-
ставки и высокую стоимость. Последние два каче-
ства зарубежных тест-систем делают актуальной за-
дачу по их импортозамещению.

С этой целью в Российской Федерации проводи-
лись работы по созданию иммуноферментных тест-
систем для диагностики вульгарной пузырчатки как 
потенциально летального дерматоза. Для изучения 
аутоиммунного ответа к десмоглеину 3 типа были 
созданы две лабораторные тест-системы [45 - 47]. В 
первой тест-системе в качестве антигена использо-
вали рекомбинантный белок, воспроизводящий два 
начальных доменах ЕС1-ЕС2 экстрацеллюлярного 
фрагмента Dsg3, который был синтезирован в клет-
ках дрожжей S. сerevisiae. Экспериментальная тест-
система показала специфичность 85% при опреде-
лении уровня аутоантител в сыворотке крови па-
циентов с вульгарной пузырчаткой [45, 46]. Вторая 

тест-система [47] основывалась на рекомбинантных 
антигенах, воспроизводящих полноразмерный фраг-
мент Dsg3 или его отдельные домены EC1, EC2 и 
EC4, которые были получены экспрессией в клетках 
млекопитающих (линия CHO). Данная система по-
зволила установить дифференцированный аутоим-
мунный ответ на отдельные домены Dsg3 у пациен-
тов с вульгарной пузырчаткой.

Таким образом, анализ современной научной 
и научно-технической литературы, посвящённой 
ИФА-диагностике АИБД, свидетельствует о совер-
шенствовании и активном внедрении данного мето-
да серологической диагностики, а также о возмож-
ности разработки российских аналогов подобных 
тест-систем. 
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ГЕНОТИПИРОВАНИЕ ВИРУСОВ ПАПИЛЛОМЫ ЧЕЛОВЕКА В УРОГЕНИТАЛЬНЫХ  
МАЗКАХ МЕТОДОМ ПРЯМОЙ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ
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2ГОУ ВО МО «Государственный гуманитарно-технологический университет» (ГОУ ВО МО «ГГТУ»), 142611, г. Орехово-Зуево, 
Россия

Введение. Применение прямой ПЦР, без экстракции нуклеиновых кислот, для выявления инфекционных агентов - хорошая 
альтернатива рутинному ПЦР: снижает риск контаминации, вдвое ускоряется время получения результата, снижает се-
бестоимость исследования. Разработана методика прямой ПЦР для генотипирования 18 типов вируса папилломы человека 
(ВПЧ) в мультиплексном формате. Первичное и повторное выявление ВПЧ высокого онкогенного риска является фактором 
риска развития дисплазий шейки матки. 
Материал и методы. Исследовано 60 гинекологических мазков  методом прямой ПЦР разработки АО ЭКОлаб и 60 ДНК 
из них референсным непрямым набором производства НекстБио (Москва). Все выявленные генотипы ВПЧ подтверждены 
секвенированием по Сэнгеру. 
Результаты. Данные, полученные с помощью двух наборов и секвенирования по Сэнгеру, совпали. Наибольшая относитель-
ная частота выявлена у ВПЧ 16 и 39 типов (13,3%), частота выявления увеличена для ВПЧ 6, 33, 58 до 11,7%, в случае ВПЧ 
56, 59 до 10%. В десяти образцах из 60 (16,7%) выявлена коинфекция ВПЧ, и повышенная частота коинфекции ВПЧ 66. 
Обсуждение. Полученные данные генотипирования ВПЧ согласуются с более ранними данными по высокой относительной 
частоте выявления генотипов ВПЧ 16 и 31 типов. Отмечена более низкая относительная частота выявления образцов с 
коинфекцией ВПЧ высокого риска. В нашей выборке выявлена высокая частота коинфекции ВПЧ 66, как и в данных, полу-
ченных в Китае и Парагвае. Прямая ПЦР и генотипирование ВПЧ, наряду с наборами для самостоятельного забора биома-
териала позволяют сделать скрининг ВПЧ-инфекции более доступным, что важно, как для профилактики ВПЧ-инфекции, 
так и скрининга дисплазий и рака шейки матки. 
Заключение. Генотипирование ВПЧ успешно проведено при помощи технологии прямой ПЦР.
Ключевые слова: прямая ПЦР; генотипирование ВПЧ; вакцинация против ВПЧ; дисплазии шейки матки; рак шейки матки
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GENOTYPING OF HPV IN UROGENITAL SMEARS BY REAL-TIME DIRECT PCR
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Introduction. The use of direct PCR, without nucleic acid extraction, for detection of infectious agents is a good alternative to routine 
PCR: it reduces the risk of contamination, doubles the time to obtain a result, and lowers the cost of the study. Direct PCR methodology 
for genotyping of 18 HPV types in multiplex format has been developed. Primary and repeated detection of HPV of high oncogenic risk 
is a risk factor for the development of cervical dysplasia. 
Material and methods. 60 gynecologic smears were examined by direct PCR developed by JSC EKOlab and 60 DNA from them by a 
reference non-direct kit produced by NextBio (Moscow). All detected HPV genotypes were confirmed by Sanger sequencing. 
Results. The data obtained with the two kits and Sanger sequencing matched. The highest relative frequency was found for HPV16 and 
39 types (13.3%), the frequency of detection was increased for HPV6, 33 and 58 to 11.7%, and in the case of HPV56, 59 to 10%. In ten 
samples out of 60 (16.7%), HPV coinfection was detected and the frequency of HPV66 coinfection was increased. 
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Discussion. The HPV genotyping data obtained are consistent with earlier findings of a high relative frequency of detection of HPV16 
and 31 type genotypes. A lower relative frequency of detection of samples with high-risk HPV coinfection was noted. Our sample 
showed a high frequency of HPV66 coinfection as in the data from China and Paraguay. Direct PCR and HPV genotyping, along 
with self-sampling kits, make HPV screening more accessible, which is important for both HPV prevention and screening of cervical 
dysplasia and cancer.
Conclusion. HPV genotyping was successfully performed using direct PCR technology.
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For citation: Ilyin I.I., Beliakov I.S., Mardanly S.G. Genotyping of HPV in urogenital smears by real-time direct PCR. 
Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2025; 70 (2): 135-140 (in Russ.).   
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-135-140 
EDN: SQDAJV
For correspondence: Ilyin Ilya Igorevich, microbiologist of the scientific and production department of PCR of JSC «EKOlab», 
postgraduate student of the Department of Pharmacology and Pharmaceutical Disciplines GGTU; e-mail: ekolab-ilin@mail.ru
Information about authors:
Ilyin I.I.,	 https://orcid.org/0009-0003-0316-7260; 
Beliakov I.S., 	 https://orcid.org/0000-0002-1313-2729;
Mardanly S.G.,	 https://orcid.org/0000-0003-3650-2363. 
Conflict of interests. The authors declare that there is no conflict of interest.
Funding. The study was funded by JSC «EKOlab».
Acknowledgment. We thank the staff of the EKOlab Medical Center (Elektrogorsk) for their assistance with the biomaterial 
collection.
Received 	11.11.2024
Accepted 	13.11.2024
Published 25.01.2025

Введение. Метод ПЦР (полимеразной цепной реак-
ции) позволяет быстро определить возбудителей ин-
фекций, передающихся половым путем (ИППП) в кли-
ническом материале [1]. Чувствительность рутинного 
ПЦР достаточна для определения от нескольких сотен 
копий генома инфекционного агента [2]. Известны ин-
гибиторы ПЦР, присутствующие в биоматериале (гемы 
белков-гемопротеинов, полисахариды и др.). Необходи-
мость постановки ПЦР, минуя выделение нуклеиновых 
кислот (НК), снижает риск контаминации, ошибок при 
проведении исследования, ускоряет как ручной вариант 
методики, так и экстракцию с применением автомати-
ческих станций [7]. Прямая ПЦР, минуя выделение НК, 
подходит для ускорения диагностики образцов с низким 
содержанием интерферентов и высокой копийностью 
инфекционного агента. Благодаря данной технологии 
возможно качественное выявление целевой НК, в дан-
ном случае – ДНК (дезоксирибонуклеиновой кислоты) 

вируса папилломы человека. Генотипирование вирусов 
папилломы человека (ВПЧ) - главной причины рака 
шейки матки и других ВПЧ-ассоциированных опухо-
лей - важный критерий для правильного ведения ВПЧ-
положительных пациентов в ходе скрининга и лечения 
ВПЧ-инфекций [1]. Для принятия решения о вакцина-
ции взрослого пациента квадривалентной (6, 11, 16, 18) 
или нонавалентной (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) вак-
цинами, необходимо предварительное генотипирование 
ВПЧ для исключения инфекции.

В компании ЭКОлаб накоплен значительный опыт 
применения прямой ПЦР и создания наборов с при-
менением (табл. 1)  данной технологии. Новый набор 
по генотипированию ВПЧ в прямом формате сравни-
вался с референсным набором с обязательной пред-
варительной экстракцией образца (непрямой метод 
ПЦР) компании НекстБио (Россия) на коллекции ВПЧ-
положительных образцов.

                                                                                                                        Т а б л и ц а  1 
Наборы реализации технологии прямой ПЦР

Наборы Производитель Номер регистрационного 
удостоверения

Определяемые возбудители 
инфекции

КовидЭк   Директ АО ЭКОлаб РЗН 2022/17966 от 12.08.2022 SARS-CoV-2

УроЭК Директ АО ЭКОлаб РЗН 2023/21534 от 16.11.2023

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma 
hominis, Ureaplasma parvum, 

Ureaplasma urealyticum, Trichomonas 
vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, 

Chlamydia trachomatis

ВПЧ-Эк Директ АО ЭКОлаб Подготовка к регистрации 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82

Материал и методы. Урогенитальные мазки в 
транспортной среде КовидЭк Директ (АО «ЭКОлаб») 
получены в медицинском центре ЭКОлаб (г. Электро-
горск) квалифицированным гинекологом по рутинным 
показаниям. Для сравнительного исследования, в обе-
зличенной форме, отобрано 60 ВПЧ-положительных 

образцов. Все образцы мазков и ДНК хранились при 
температуре  –20 С.

ВПЧ-генотипирование проведено с использованием 
набора ВПЧ-Эк Директ (16 типов ВПЧ высокого риска 
и 2 низкого риска) и референсного набора - Ампли-
Прайм ВПЧ ВКР 14 генотип (14 генотипов ВПЧ высо-
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кого риска) (РЗН 2020/11951, НекстБио).
В 20 мкл мастермикса прямой ПЦР ВПЧ-Эк Директ, 

содержащего смесь олигонуклеотидов и компонентов 
ПЦР, добавляли 5 мкл мазка в транспортной среде (Ко-
видЭк Директ, ЭКОлаб).

Для референсного набора АмплиПрайм ВПЧ ВКР 
14 генотип ДНК выделяли с помощью набора Магно-
Прайм ВПЧ (РЗН 2020/12397, НекстБио) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Исследовано 60 гинекологических мазков и 60 образ-
цов ДНК из них. Концентрация ДНК определена с помо-

щью прибора NanoDrop One (США). В работе исполь-
зованы образцы с концентрацией ДНК более 20 нг/мкл.

Результаты ПЦР анализировали вручную на прибо-
рах ДТ-прайм (ДНК-технология) и CFX96 (BioRad) в 
соответствии с инструкциями к наборам.

Результаты ПЦР подтверждены прямым секвени-
рованием по Сенгеру продуктов ПЦР (размером от 80 
п.н.) (Евроген, Москва) для всех выявленных ВПЧ-
генотипов с помощью праймеров набора ЭКОлаб.

Верификация генотипов ВПЧ выполнена с по-
мощью сравнения полученных при секвенировании 

                                                                                                                        Т а б л и ц а  2
Результаты генотипирования ВПЧ прямым ПЦР и референсным набором

N образца
Генотипирование ВПЧ

Секвенирование по 
Сэнгеру N образца

Генотипирование ВПЧ
Секвенирование по 

СэнгеруВПЧ-Эк 
Директ

ВПЧ ВКР 
14 генотип

ВПЧ-Эк 
Директ

ВПЧ ВКР 
14 генотип

1 + + 6  31 + + 52
2 + + 58 32 + + (66,6,16,45)*
3 + -+++ (11,31,39,51)* 33 + + 18
4 + + (6,66)*  34 + + 33
5 + + 33  35 + + 33
6 + + 45 36 + -+ 56
7 + + 31  37 + + (68,66,51,33)*
8 + + 6  38 + + 56
9 + + 33  39 + +-++ 16
10 + + 18  40 + + 68
11 + + 33  41 + + 16
12 + + 39 42 + + 56
13 + + 59 43 + + 39
14 + + (66,33,31)*  44 + + 56
15 + + 59  45 + + 16
16 + + (16,51)* 46 + + 16
17 + + (35,52)* 47 + + 16
18 + + 52 48 + + 68
19 + + 58 49 + + 39
20 + + 6 50 + + 58
21 + + 11 51 + + (6,35,52)*
22 + + 18 52 + + 16
23 + + 39 53 + + 58
24 + + 59 54 + + 6
25 + + 59 55 + + 56
26 + - 39 56 + + 16
27 + + 52 57 + + 58
28 + + 58 58 + + 82, 59
29 + + (11,39)* 59 + + 56
30 + + 18 60 + + 58

Примечание. * - Каждый генотип ВПЧ подтверждался секвенированием независимо.

Фрагмент результата секвенирования по Сэнгеру образцец № 14 (ВПЧ 66).
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нуклеотидных последовательностей и базы данных 
нуклеотидных последовательностей GenBank (NCBI, 
США) с помощью программы BLAST (NCBI, США).

Результаты. При генотипировании 60 образцов 
выявлены следующие типы ВПЧ (табл. 2). С помо-
щью набора ВПЧ-Эк Директ при помощи технологии 
прямой ПЦР выявлено 10 генотипов низкого онкоген-
ного риска, 67 генотипов высокого риска. С помощью 
набора АмплиПрайм ВПЧ ВКР 14 генотип (НекстБио) 
с предварительным этапом экстракции выявлено 66 
генотипов высокого риска. Генотип ВПЧ 82, выявлен-
ный набором ЭКОлаб в образце 58, как и генотипы 
низкого риска ВПЧ 6 и 11, не входят в состав рефе-
ренсного набора.

Все результаты подтверждены секвенированием по 
Сенгеру (Евроген, Москва) с помощью праймеров на-
бора, разрабатываемого ЭКОлаб.

Подтверждение результата генотипирования осу-
ществлено прямым секвенированием продукта ПЦР 
независимо для каждого генотипа ВПЧ. Результат 
секвенирования в программе Chromas 2.6.6 преоб-
разуется из хроматограммы в последовательность 
нуклеотидов (см. рисунок). Генотип ВПЧ определён 
сравнением результатов секвенирования с базой дан-
ных GenBank (NCBI, США) с помощью программы 
BLAST (NCBI, США).

Результаты, полученные технологией прямой ПЦР 
от АО ЭКОлаб, подтверждены секвенированием по 

                                                                                                                  Т а б л и ц а  3
Частота выявленных генотипов ВПЧ в Москве и Московской области

Генотипы ВПЧ высокого 
онкогенного риска [цит. по 
13,14]

Относительная частота, %

ЭКОлаб О.Ю.Шипулина, 2013 [цит. по 
15] Е. Shipitsyna, 2010*[цит.по 16]

n=60 n=440 n=84
16 13,3 6 23,8
18 6,7 - 4,8
31 5,0 2,9 17,9
33 11,7 - 9,5
35 3,3 - 3,6
39 13,3 - 2,4
45 1,7 - 4,8
51 5,0 - 2,4
52 8,3 - 9,5
56 10,0 - 7,1
58 11,7 - 3,6
59 10,0 - 2,4
66 5,0 - 2,4
68 5,0 - 6,0
73 0,0 - Н.а.
82 0,0 - Н.а.

 Примечание.   *  - Данные по г. Санкт-Петербург (РФ).

Остается высокой относительная частота встречаемо-
сти ВПЧ высокого онкогенного риска 16, несмотря на зна-
чительный период времени с начала вакцинации (табл. 3).

В десяти образцах из 60 (16,7%) выявлена коинфек-
ция ВПЧ с одним и более генотипами высокого онко-

генного риска, в половине случаев с коинфекцией вы-
явлены генотипы низкого риска (табл. 4). Чаще всего 
в образцах с коинфекцией выявлен генотип ВПЧ 66 в 
40% (4/10), генотипы 11, 16, 31, 33, 35, 39, 51, 52 в 20% 
(2/10), реже генотипы 45, 59, 68, 82 в 10% (1/10).

Т а б л и ц а  4
Образцы с коинфекцией ВПЧ

Образец
Генотипы ВПЧ

Низкого риска Высокого риска
3 11 31, 39, 51
4 6 66
14 - 31, 33, 66
16 - 16, 51
17 - 35, 52
29 11 39
32 6 16, 45, 66
37 - 33, 51, 66, 68
51 6 35, 52
58 - 59, 82
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Сенгеру, и полностью согласуются с референсным 
набором НекстБио.

По результатам подсчитана частота встречаемости 
исследованных генотипов. Наибольшая относительная 
частота выявлена у ВПЧ 16 и 39 типов (13,3%), ВПЧ 
6, 33, 58 (11,7%), ВПЧ 56, 59 (10%). Результаты пред-
ставлены в табл. 3.

Обсуждение. Полученные данные генотипирова-
ния ВПЧ согласуются с ранее полученными данны-
ми О.Ю. Шипулиной [15] для образцов из Москвы и 
Московской области  и дополняют их данными гено-
типирования 4-х генотипов ВПЧ высокого риска (см. 
табл. 3). Относительная частота ВПЧ 31 вдвое выше по 
сравнению с данными этого автора [15]. Сравнение с 
данными Е.В. Шипицыной и соавторов [16] указывает 
на различие в частоте распространенности генотипов 
ВПЧ на территории Российской Федерации, и возрас-
тание частоты образцов с коинфекцией ВПЧ высокого 
канцерогенного риска [16]. Аналогично нашим дан-
ным, в работе C.L. Murall и соавт. [20] в образцах с 
коинфекцией выявлена наибольшая частота генотипов 
ВПЧ 51, 66, 53, 52. Высокая частота коинфекции ВПЧ 
66 выявлена в регионе внутренняя Монголия [23]. По 
данным M.L. Bobadilla и соавторов [19], выявлено 42% 
образцов с коинфекцией, в которых доминировал ВПЧ 
56. Эти авторы исследовали 35 генотипов ПВЧ, что 
вероятно и увеличило частоту выявления коинфекции 
ВПЧ по сравнению с нашими данными – 16,7%.

Коинфекция - фактор риска сниженного клиренса 
ВПЧ и повышенного риска развития дисплазий и рака 
шейки матки. Коинфекция ВПЧ высокого риска выяв-
ляется в 25% остроконечных кондилом и является фак-
тором риска малигнизации кондилом [17]. Аналогично 
для пациентов с коинфекцией генотипов ВПЧ высокого 
онкогенного риска выявлен повышенный риск разви-
тия дисплазий шейки матки тяжёлой степени [11, 12].

Интересно оценить изменение относительной ча-
стоты ВПЧ-генотипов за период вакцинации от ВПЧ 
[20, 22]. После регистрации в Российской Федерации 
Гардасила (Мерк, США)  квадривалентной вакцины 
(генотипы 6, 11, 16, 18) в 2006 году прошло 18 лет. По-
скольку ни одна из двух вакцин от ВПЧ не включена в 
Национальный календарь прививок, сложно оценивать 
индивидуальную эффективность вакцинации от ВПЧ 
даже при полном соблюдении схемы вакцинации. Воз-
можно, с появлением отечественной вакцины компании 
«Нанолек» вакцинация против ВПЧ станет доступнее 
для населения или будет включена в Национальный ка-
лендарь прививок.

Заключение. Успешно проведено генотипирова-
ние ВПЧ (n=60) при помощи технологии прямой ПЦР. 
Наблюдается совпадение полученных результатов ис-
следования (реализация прямой ПЦР на примере раз-
рабатываемого набора ВПЧ-Эк  Директ) с референс-
ным набором для сравнения (коммерческий набор для 
амплификации АмплиПрайм ВПЧ ВКР 14 генотип, 
экстракция для которого проводилась при помощи на-
бора для выделения нуклеиновых кислот МагноПрайм  
ВПЧ). В десяти образцах из шестидесяти (16,7%) вы-
явлена коинфекция ВПЧ, отмечается повышенная ча-
стота коинфекции ВПЧ 66.

Прямая ПЦР, при которой минуется этап экстракции 
нуклеиновых кислот, может использоваться при гено-

типировании вируса папилломы человека без искаже-
ния итогового результата, поскольку данные в сравне-
нии с зарегистрированным набором (ДНК прошло этап 
выделения) одинаковы. Экстракция ДНК, к примеру, 
методом очистки при помощи магнитных частиц [24], 
на данном этапе развития технологии ПЦР и предше-
ствующих ей этапов, всё ещё считается необходимой 
для количественной оценки инфекционного агента, но 
качественное выявление нуклеиновых кислот инфек-
ционных агентов, в частности ДНК ИППП [25], геноти-
пирование ВПЧ, возможно и при помощи прямой ПЦР.

Технология прямой ПЦР позволяет серьёзно уско-
рить качественное выявление ДНК ВПЧ в клинических 
образцах, что делает быстрее и доступнее скрининг 
ВПЧ-инфекции. Это является важным как для этапа 
профилактики, так и для скрининга дисплазий и рака 
шейки матки у женщин.
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Ивойлов О.О.1,3, Кочетов А.Г.1,2, Сальникова Ю.П.3, Велицкая О.А.3

ТРУДОЗАТРАТЫ ПЕРСОНАЛА АВТОМАТИЗИРОВАННОЙ МЕДИЦИНСКОЙ  
ЛАБОРАТОРИИ НА ПРОВЕДЕНИЕ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

1 АНО ДПО «Институт лабораторной медицины», 117042, Москва, Россия; 
2 ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава РФ, 
117997, Москва, Россия; 
3 ООО «НПФ «Хеликс», 197022, г. Санкт-Петербург, Россия

Актуальность. Автоматизация и информатизация современной медицинской лаборатории существенно изменила трудо-
вой процесс выполнения наиболее распространенных гематологических исследований: общего клинического анализа крови 
(ОАК) и скорости оседания эритроцитов (СОЭ). В настоящее время отсутствует понимание фактической трудоемкости 
этих исследований, что препятствует эффективному расчету себестоимости, обоснованному формированию штатного 
расписания и нормированию труда. 
Цель исследования - определение трудоемкости выполнения ОАК и СОЭ из венозной и капиллярной крови на современном 
автоматизированном оборудовании на основе анализа структуры и величины трудозатрат персонала. 
Материал и методы. Изучение трудозатрат персонала было проведено методом фотохронометража. Оснащение рабочих 
мест было представлено автоматизированными гематологическими анализаторами технологии 5-дифф, модулями окраски 
мазков и анализаторами СОЭ. Информатизация обеспечивалась двунаправленной связью всех анализаторов с лабораторной 
информационной системой и применением программного обеспечения – «менеджера результатов». Подсчет лейкоцитарной 
формулы в венозной крови выполнялся с использованием цифрового анализатора изображения клеток крови, в капиллярной – 
светового микроскопа. Применена авторская методика исследования трудозатрат. 
Результаты. Определены классифицированные перечни стандартных манипуляций, формирующих трудовой процесс ра-
бочих мест медицинских лабораторных техников и врачей клинической лабораторной диагностики и биологов, замерена их 
продолжительность. Выполнен расчет компонентов постоянных и переменных трудозатрат. Установлено, что для сред-
него персонала полная трудоемкость выполнения ОАК (в комплексе с автоматизированным определением СОЭ) из венозной 
крови составляет 25,7 – 37,1 с, а из капиллярной – 75,2 – 125,1 с, в зависимости от аналитической процедуры исследования. 
Трудоемкость ОАК для врачей/биологов определяется прежде всего вероятностью проведения подсчета лейкоцитарной 
формулы и составляет 26,6 с для венозной крови и 33,3 с для капиллярной при пересмотре 12 % от общего числа образцов. В 
случае выполнения подсчета лейкоцитарных формул в 100 % образцов указанные значения достигают 170,5 с и 226,7 секунд, 
соответственно. Переменные трудозатраты среднего медицинского персонала на проведение исследований с использовани-
ем капиллярной крови в 4,6 раза превышают затраты при использовании венозной крови.
Заключение. Примененный в работе метод позволил определить структуру трудового процесса по выполнению автома-
тизированных гематологических исследований, объективно охарактеризовать их трудоемкость и получить стратифи-
цированные данные о величине переменных трудозатрат, пригодные к использованию при нормировании труда персонала 
современной лаборатории в условиях изменяющейся нагрузки. Высокие трудозатраты на выполнение исследований из капил-
лярной крови связаны с сохранением в их аналитических процедурах существенной доли ручного труда, что ставит вопрос о 
выделении ОАК из капиллярной крови в отдельную номенклатуру медицинских услуг.
Ключевые слова: лаборатория; автоматизация; хронометраж; нормирование труда; трудозатраты; общий анализ крови 
(ОАК); скорость оседания эритроцитов (СОЭ)
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Relevance. Automation and informatization of a modern medical laboratory have significantly changed the work process of performing 
the most common hematological tests: general clinical blood test (CBC) and erythrocyte sedimentation rate (ESR). Currently, there is 
no understanding of the actual labor intensity of these tests, which hinders the effective calculation of costs, the reasonable formation 
of staffing schedules and labor standardization.
Objective. The aim of the study was to determine the labor intensity of performing CBC and ESR from venous and capillary blood on 
modern automated equipment based on an analysis of the structure and amount of personnel labor costs.
Materials and methods. The study of staff labor costs was conducted using the work sampling method. The equipment of workplaces was 
represented by automated hematological analyzers of 5-diff technology, smear staining modules and ESR analyzers. Informatization 
was ensured by bidirectional communication of all analyzers with the laboratory information system and the use of software - “results 
manager”. The white blood cell count in venous blood was performed using a digital blood cell image analyzer, and in capillary blood, 
a light microscope. An original method for studying labor costs was applied.
Results. Classified lists of standard manipulations that form the labor process of the workplaces of medical laboratory technicians 
and clinical laboratory diagnostic doctors and biologists have been determined, and the duration of standard manipulations has been 
measured. The components of fixed and variable labor costs were calculated. It has been established that for mid-level personnel, the 
total labor intensity per test of performing a CBC (in combination with automated determination of ESR) from venous blood is 25.7 - 
37.1 seconds, and from capillary blood - 75.2 - 125.1 seconds, depending on the analytical procedure of the test. The labor intensity 
of the CBC for doctors/biologists is determined mainly by the probability of performing the calculation of the leukocyte formula and is 
26.6 seconds for venous blood and 33.3 seconds for capillary blood when reviewing 12% of the total number of samples. In the case 
of performing the calculation of leukocyte formula in 100% of samples, these values reach 170.5 and 226.7 seconds, respectively. The 
variable labor costs of mid-level medical personnel for conducting studies using capillary blood are 4.6 times higher than the costs 
when using venous blood.
Conclusions. The method used in the work made it possible to determine the structure of the labor process for performing automated 
hematological tests, objectively characterize their labor intensity and obtain stratified data on the value of variable labor costs, 
suitable for use in rationing the labor of modern laboratory personnel under changing workload conditions. High labor costs for 
performing tests from capillary blood are associated with the preservation of a significant share of manual labor in their analytical 
procedures, which raises the question of isolating a CBC from capillary blood into a separate nomenclature of medical services.
Key words: laboratory; automation; time-and-motion study; labor rationing; labor costs; complete blood count; ESR
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Введение. Общий (клинический) анализ крови 
(ОАК) является самым востребованным лабораторным 
исследованием [1] и традиционно считается отправной 
точкой диагностического поиска. В связи с большим 
количеством назначений во многих медицинских лабо-
раториях для его выполнения выделены полноценные 
подразделения или отдельные участки. Использование 
автоматизированных гематологических анализаторов и 
информатизация в значительной степени преобразили 
методологию и организационные аспекты проведения 
ОАК и сопутствующих ему тестов, в первую очередь 
исследования скорости оседания эритроцитов (СОЭ). 
В то же время нормативно-правовая база, регламенти-

рующая работу диагностических подразделений, по-
прежнему не учитывает современные технологические 
особенности медицинского оборудования, а штатная 
численность персонала не регулируется в зависимо-
сти от оснащения [2]. Существующие типовые нормы 
времени1, на которые иной раз пытаются опираться как 
организаторы, так и сотрудники здравоохранения, бы-
ли разработаны еще в прошлом веке и ориентированы 
на использование ручных методов и устаревших гема-
тологических анализаторов, ныне практически уже не 
1Приказ Минздрава РФ от 25.12.1997 г. № 380 «О состоянии и мерах 
по совершенствованию лабораторного обеспечения диагностики и ле-
чения пациентов в учреждениях здравоохранения Российской Федера-
ции». https://base.garant.ru/4173965/.
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используемых.
Степень автоматизации выполнения одних и тех же 

гематологических тестов может отличаться в зависимо-
сти от биологического материала. Технологии работы 
с образцами венозной крови в крупных лабораториях 
в настоящее время стремятся к реализации концепции 
«total laboratory automation» (TLA) [3]. Исследование 
капиллярной крови сохраняет больше элементов руч-
ного труда в силу неадаптированности автоматических 
анализаторов и линий к работе с микропробирками, 
а также в связи с небольшим количеством и вариа-
бельным качеством самого биоматериала [4]. Однако 
количество таких образцов остаётся значительным, 
в немалой степени в силу того, что многие пациенты 
предпочитают взятие капиллярной крови, отказываясь 
венепункции [5].

Следует отметить неполное соответствие федераль-
ных кодификаторов реальным технологиям лечения и 
оказания услуг [6]. Протоколы проведения гематоло-
гических исследований варьируют в зависимости от 
оснащения и профиля деятельности лабораторий. Но-
менклатура медицинских услуг, определенная прика-
зом Минздрава РФ от 13.10.2017 г. № 804н2, содержит 
лишь две формулировки для анализа крови (обычный и 
расширенный) и не конкретизирует измеряемые анали-
ты, что допускает вольное их толкование. В различных 
вариантах коммерческих медицинских услуг это может 
быть ОАК без исследования лейкоцитарной формулы3, 
либо с автоматизированной дифференцировкой лей-
коцитов по популяциям4, либо с микроскопией мазка 
после исследования на анализаторе5. Последняя может 
выполняться как выборочно, на основе разработанных 
лабораторией правил валидации результата, так и обя-
зательно. Часто вместе с ОАК комплексно выполняют 
и СОЭ6. Таким образом, упоминая ОАК, мы в реально-
сти говорим о целой группе технологически взаимос-
вязанных, но вариативных с точки зрения трудового 
процесса исследований.

Адекватная оценка трудозатрат на выполнение ОАК 
и СОЭ в их современном виде важна как для понима-
ния потребности в персонале ключевых подразделений 
лаборатории, так и для расчета себестоимости самых 
распространённых диагностических услуг. В то же вре-
мя в профессиональной литературе нет публикаций, 
представляющих систематизированные данные по ана-
лизу трудового процесса и нормированию труда при 
выполнении гематологических исследований, а также 
описывающих методологические подходы к их полу-
чению. Современные нормативные документы, регла-
ментирующие выполнение лабораторных исследова-
ний, в частности приказ Минздрава РФ от 18.05.2021 г. 

2Приказ Министерства здравоохранения РФ от 13.10.2017 г. N 804н 
«Об утверждении номенклатуры медицинских услуг». https://base.
garant.ru/71805302/.
3Каталог медицинских услуг Лабораторной службы Хеликс: Общий 
анализ крови (без лейкоцитарной формулы и СОЭ). https://helix.ru/
catalog/item/02-014.
4Каталог медицинских услуг Лабораторной службы Хеликс: Лейкоци-
тарная формула (с микроскопией мазка крови при выявлении патоло-
гических изменений). https://helix.ru/catalog/item/02-025.
5Каталог медицинских услуг Лабораторной службы Хеликс: Клини-
ческий анализ крови с микроскопией лейкоцитарной формулы. https://
helix.ru/catalog/item/02-041.
6Каталог медицинских услуг Лабораторной службы Хеликс: Клини-
ческий анализ крови: общий анализ, лейкоцитарная формула, СОЭ (с 
микроскопией мазка крови при выявлении патологических измене-
ний). https://helix.ru/catalog/item/02-029.

№ 4647, эти аспекты не затрагивают.
Целью настоящей работы являлось определение 

трудоемкости выполнения ОАК и СОЭ из венозной и 
капиллярной крови на современном автоматизирован-
ном оборудовании на основе анализа структуры и ве-
личины трудозатрат персонала.

Материал и методы. Исследование прямых трудо-
затрат сотрудников отделов общей клиники и гемато-
логии было проведено в 2023  году методом фотохро-
нометража на базе лабораторных комплексов г. Санкт-
Петербурга и г. Москвы ООО «НПФ «Хеликс». Замеры 
времени проводились на рабочих местах среднего ме-
дицинского персонала (медицинские лабораторные 
техники) и персонала лаборатории с высшим образо-
ванием (врач клинической лабораторной диагностики, 
биолог), выполняющих гематологические исследова-
ния. Трудовой процесс был оценен от момента посту-
пления первично отсортированных образцов венозной 
и капиллярной крови из преаналитического подразде-
ления в отдел общей клиники и гематологии до момен-
тов валидации результатов и архивации проб. Автома-
тизация процесса на момент проведения исследования 
была обеспечена использованием следующего обо-
рудования: анализаторы гематологические «Mindray» 
моделей BC 6200, BC 6800 (с дифференцировкой лей-
коцитов по 5 популяциям), анализаторы СОЭ «Аlifax» 
моделей TEST1, Roller (выполнение СОЭ методом ка-
пиллярной фотометрии), автоматизированные модули 
окраски мазков крови. Подсчет лейкоцитарной форму-
лы венозной крови выполнялся на цифровом анализа-
торе изображения клеток крови (автоматизированном 
сканере мазков крови) «CellaVision» DM96, а капилляр-
ной – с использованием светового микроскопа. Инфор-
матизация была обеспечена двунаправленной связью 
всех анализаторов с лабораторной информационной 
системой (ЛИС) и применением специального про-
граммного обеспечения (ПО) – менеджера результатов 
гематологических исследований «Extended IPU».

В работе применена авторская «Методика исследо-
вания трудозатрат персонала медицинской лаборато-
рии» [7] в связи с отсутствием в литературе и норматив-
ных актах каких-либо иных общепринятых методоло-
гических подходов. Она основана на изложенных нами 
взглядах в ранее опубликованной статье о стратифи-
кации компонентов затрат лаборатории [8]. Методика 
включала следующие этапы: определение границ хро-
нометрируемого рабочего места, анализ трудового про-
цесса методом фотографии рабочего места8, выделение 
перечня стандартных манипуляций трудового процесса 
с их классификацией по видам и компонентам затрат, 
подготовка карты фотохронометража, прямые замеры 
времени выполнения стандартных манипуляций. 

Статистическая обработка, расчет компонентов тру-
дозатрат и их моделирование были выполнены по от-
дельным аналитическим процедурам (АП) с помощью 
табличного инструмента, созданного в MS Excel. Опи-
сательная статистика количественных переменных, 
основанных на времени, в связи с особенностями хро-
7Приказ Министерства здравоохранения РФ от 18 мая 2021 г. N 464н 
«Об утверждении Правил проведения лабораторных исследований» (с 
изменениями и дополнениями). https://base.garant.ru/400839855/.
8Приказ Минтруда России от 31.05.2013 г. №  235 «Об утверждении 
методических рекомендаций для федеральных органов исполнитель-
ной власти по разработке типовых отраслевых норм труда». https://
mintrud.gov.ru/docs/mintrud/orders/76.
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нометража лабораторных исследований представлена в 
виде диапазона границ минимального и максимального 
значений и центрального значения диапазона, а также в 
виде средневзвешенного значения. Средневзвешенные 
значения более эффективны для оценки времени обра-
ботки 1 образца при хронометражных замерах разных 
по количеству образцов поступлений биоматериала. 
Расчёт данного показателя проводился по суммарным 
замерам времени для всех поступлений и сумме образ-
цов во всех партиях, вес отдельных замеров был при-
нят за единицу. Средневзвешенные значения использо-
вались в дальнейших расчетах формул. Доверительные 
интервалы (95% ДИ) частот/долей рассчитывались ме-
тодом Уилсона с учетом объема выборки и поправки на 
непрерывность.

Термин «аналитическая процедура» (АП) был введен 
и используется нами в качестве обозначения номенкла-
турной единицы типового трудового процесса, характе-
ризующегося определённой трудоемкостью. АП можно 
определить как документально установленную проце-
дуру лабораторного исследования отдельного аналита 
(совокупности аналитов, в случае ОАК), основанную на 
физико-химических принципах определенного лабора-
торного метода, выполняемую на оборудовании опреде-

ленного рабочего места с использованием уникального 
набора реактивов (расходных материалов) и алгоритма 
действий [7]. При анализе трудового процесса были 
установлены несколько АП, характеризующих разные 
протоколы гематологических исследований (лаборатор-
ных услуг), имеющих в своей основе ОАК (табл. 1). В 
рамках базового ОАК определяли следующие аналиты 
и индексы: количество лейкоцитов, эритроцитов, кон-
центрация гемоглобина, гематокрит, средний объем эри-
троцита, среднее содержание гемоглобина в эритроците, 
средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах, рас-
пределение эритроцитов по объему, количество тромбо-
цитов, распределение тромбоцитов по объему, средний 
объем тромбоцита, коэффициент больших тромбоцитов. 
Основным методом определения СОЭ была капилляр-
ная фотометрия. Манипуляции, связанные с данным ме-
тодом, включены в соответствующие АП. Исследование 
СОЭ по Панченкову, ограниченно используемое лишь в 
целях профосмотров и выполняемое из венозной крови, 
было учтено как отдельная АП вне протоколов ОАК. 
Определение содержания ретикулоцитов, с точки зре-
ния организации трудового процесса и состава манипу-
ляций, производилось по АП «ОАК + СОЭ» в венозной 
крови. 

                                                                                                                        Т а б л и ц а  1 
Протоколы проведения аналитических процедур гематологических исследований на основе ОАК

Аналитическая процедура Протокол проведения
ОАК + СОЭ,
- в капиллярной крови
- в венозной крови

1.	 Выполнение общего анализа крови на гематологическом анализаторе без оценки лейкоцитарной 
формулы 

2.	 Исследование СОЭ методом капиллярной фотометрии на анализаторе

ОАК + ДИФФ + СОЭ + 
% микроскопии,
- в капиллярной крови
- в венозной крови

1.	 Выполнение общего анализа крови на гематологическом анализаторе с оценкой лейкоцитарной 
формулы по 5 популяциям

2.	 Исследование СОЭ методом капиллярной фотометрии на анализаторе
3.	  Микроскопия мазка с подсчетом лейкоцитарной формулы в случаях, определенных правилами (по 

назначению программным обеспечением-менеджером результатов)
ОАК + ДИФФ + СОЭ + 
микроскопия,
- в капиллярной крови
- в венозной крови

1.	 Выполнение общего анализа крови на гематологическом анализаторе с оценкой лейкоцитарной 
формулы по 5 популяциям

2.	 Исследование СОЭ методом капиллярной фотометрии на анализаторе
3.	 Микроскопия мазка с подсчетом лейкоцитарной формулы

ОАК,
- в венозной крови*

1.	 Выполнение общего анализа крови на гематологическом анализаторе без оценки лейкоцитарной 
формулы 

ОАК + ДИФФ,
- в венозной крови*

1.	 Выполнение общего анализа крови на гематологическом анализаторе с оценкой лейкоцитарной 
формулы по 5 популяциям

Примечание. * - Выполняются отдельно, как исследования в целях профосмотров.

Элементы нормирования труда, приведенные в 
работе, основывались на величине годового бюдже-
та рабочего времени специалистов лаборатории, рас-
считанного с учетом результатов специальной оценки 
условий труда. Он был определен исходя из расчета 
нормы рабочего времени для 39-часовой рабочей 
недели1, за вычетом 5 недель отпуска, и составил 
6 243 840 секунд.

Результаты. Структура и продолжительность 
стандартных манипуляций трудового процесса рабо-
чих мест, задействованных в выполнении гематологи-
ческих исследований, представлена в табл. 2, 3. Ма-
1Приказ Министерства здравоохранения и социального развития РФ 
от 13.08.2009  г. № 588н «Об утверждении порядка исчисления нор-
мы рабочего времени на определенные календарные периоды време-
ни (месяц, квартал, год) в зависимости от установленной продолжи-
тельности рабочего времени в неделю». https://www.garant.ru/hotlaw/
federal/205744/.

нипуляции были классифицированы по компонентам, 
определена их кратность или периодичность выполне-
ния (для постоянных трудозатрат), или их пропорци-
ональность единице предмета труда (для переменных 
трудозатрат). Поскольку состав манипуляций в иссле-
дованиях венозной и капиллярной крови отличался, в 
отношении работы с образцами даны пояснения, к ка-
кому виду биоматериала они относятся. Отдельно обо-
значены пункты, касающиеся выполнения выделенной 
АП – определения СОЭ методом Панченкова.

В лабораторных подразделениях, где проводились 
исследования, были развернуты 2 типа рабочих мест 
среднего персонала, отличающихся по зонам ответ-
ственности и, как следствие, по составу стандартных 
манипуляций (табл. 2). Рабочее место № 2 медицинско-
го лабораторного техника характеризуется, в большей 
степени, разнородными ручными действиями и обязан-
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ностями по общему контролю рабочего процесса. В то 
же время, рабочее место № 1 предусматривает более 

простой функционал, определяемый, как операторская 
работа на автоматических анализаторах.

                                                                                                                       Т а б л и ц а  2 
Структура и продолжительность стандартных манипуляций трудового процесса рабочих мест среднего персонала лаборатории  

(медицинского лабораторного техника)
Стандартные манипуляции трудового процесса Средне-

взвешен-
ное значе-

ние, с

Централь-
ное значе-

ние, с

Диапа-
зон, с

Периодич-
ность 

Рабочее 
место 
№ 1

Рабочее 
место 
№ 2

1.	 Постоянные трудозатраты на обслуживание рабочего места (FTw)

1.1 Подготовка рабочего места к работе: дезинфекция, 
пополнение расходного материала 353 266-440 2 раза в сутки + +

1.2 Мытье и обработка рук 68 60-75 10 раз в сутки + +
1.3 Надевание / смена перчаток 24 16-32 10 раз в сутки + +
1.4 Заполнение листов регистрации температуры 60 50-70 2 раза в сутки + -

1.5 Списание расходных материалов и реагентов для 
работы 300 210-390 2 раза в сутки + +

1.6 Подготовка, проверка реагентов и запуск 
гематологических анализаторов 245 233-258 4 раза в сутки - +

1.7 Подготовка и запуск модуля автоматизированной 
окраски мазков 82 79-85 1 раз в сутки - +

1.8 Подготовка и запуск анализаторов СОЭ «TEST1» 284 256-312 1 раз в сутки - +
1.9 Подготовка и запуск анализатора СОЭ «Roller» 125 117-138 1 раз в сутки - +
1.10 Выгрузка биоматериала из лифта 81 59-103 24 раза в сутки + -

1.11 Выполнение промывки гематологических 
анализаторов 39 31-46 8 раз в сутки + -

1.12 Подготовка пробирок с дистиллятом и промывка 
анализатора СОЭ «TEST1» (после каждой партии) 67 55-78 44 раза в сутки + -

1.13 Опустошение резервуаров для жидких отходов 
анализаторов СОЭ «TEST1», «Roller» 120 115-125 2 раза в сутки + -

1.14 Промывка и рестарт анализатора СОЭ «Roller» 
(после каждой партии) 167 126-213 14 раз в сутки + -

1.15 Архивирование протокола с анализатора СОЭ 
«TEST1», «Roller» (после каждой партии) 23 21-24 58 раз в сутки + -

1.16 Замена красителя и фиксатора для окраски мазков 
по Романовскому 185 146-224 5 раз в сутки - +

1.17 Приготовление буфера по Романовскому 440 420-460 1 раз в неделю - +

1.18 Окраска партии капиллярной крови по 
Романовскому вручную (до 20 стекол в штативе) 47 44-50 10 раз в сутки - +

1.19 Пополнение дистиллята 390 360-420 1 раз в неделю - +
1.20 Мониторинг проб «Cito» 18 14-22 24 раза в сутки - +

1.21 Работа с архивом: поиск проб при поступлении 
запросов 900 600-1200 Суммарно за 

сутки - +

1.22
Работа с проблемными образцами (с нарушением 
преаналитики, с нечитаемым штрих-кодом, 
выполнение назначенных повторов)

6600 5400-7800 Суммарно за 
сутки - +

1.23 Работа с ошибками в анализаторах 2600 1800-3600 Суммарно за 
сутки - +

1.24 Уборка и дезинфекция рабочего места текущая 109 68-150 6 раз в сутки + +

1.25 Уборка и дезинфекция рабочего места 
заключительная 330 300-360 1 раз в сутки + +

1.26 Транспортировка штативов с отработанными 
образцами в архив 600 540-660 2 раза в сутки + -

1.27 Подготовка отчета о смене 96 72-120 1 раз в сутки - +
1.28 Еженедельная генеральная уборка 2200 1800-2400 1 раз в неделю + -

2.	 Постоянные трудозатраты на подготовку АП к работе (FTa)

2.1 СОЭ по Панченкову: приготовление 5% цитрата 
натрия 384 Периодически* - +

2.2 СОЭ по Панченкову: формирование журнала 51 22-79 Ежесерийно** - +

2.3
СОЭ по Панченкову: подготовка к постановке 
(принести штатив, дозировать цитрат, распечатать 
журнал)

69 60-78 Ежесерийно - +

2.4 СОЭ по Панченкову: уборка штативов СОЭ, 
контейнеров с капиллярами в дезинфекционную 32 28-35 Ежесерийно + -
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Стандартные манипуляции трудового процесса Средне-
взвешен-
ное значе-

ние, с

Централь-
ное значе-

ние, с

Диапа-
зон, с

Периодич-
ность 

Рабочее 
место 
№ 1

Рабочее 
место 
№ 2

3.  Переменные трудозатраты на подготовку АП к работе (AVTa)

3.1 Замена флакона лизирующего раствора / дилюента 
в гематологическом анализаторе 45 40-50 На 1 флакон + -

3.2 Замена канистры дилюента в гематологическом 
анализаторе 125 97-152 На 1 канистру + -

3.3 Замена тубы флюоресцентного красителя в 
гематологическом анализаторе 41 38-44 На 1 тубу + -

3.4 Загрузка упаковки предметных стекол в модуль 
окраски мазков 77 69-85 На 1 упаковку + -

3.5 Замена флакона фиксатора / красителя в модуле 
окраски мазков 141 125-157 На 1 флакон + -

3.6 Считывание смарт-карты анализаторов СОЭ 
«TEST1», «Roller» 44 39-49 На 1 карту - +

4.  Переменные трудозатраты на отдельное исследование (AVTt)

4.1

Вен. кровь: визуальная проверка качества 
образца, перемешивание, размещение в штативе 
гематологического анализатора, загрузка в 
анализатор

2,7 2,3 1,4-3,2 На 1 образец + -

4.2
Вен. кровь: перестановка образца из штатива 
гематологического анализатора в штатив 
анализатора СОЭ «TEST1», загрузка в анализатор

2,5 2,5 2,3-2,7 На 1 образец + -

4.3 Венозная кровь: выгрузка из анализатора СОЭ 
«TEST1» и перестановка образца в рабочий штатив 1,4 1,4 1,3-3,5 На 1 образец + -

4.4 Капиллярная кровь: визуальная проверка качества 
образца, установка в шейкер 3,3 3,4 3,2-3,5 На 1 образец + -

4.5 Капиллярная кровь: проверка образца при 
подозрении на сгустки 21,0 21,0 18,1-23,9 На 1 образец (до 

10% образцов) + -

4.6

Капиллярная кровь: последовательное 
исследование образца на гематологическом 
анализаторе и на анализаторе СОЭ «Roller», через 
ручные проботборники

50,6 50,8 50,5-51,5 На 1 образец + -

4.7

Венозная кровь / Капиллярная кровь: сканирование 
штрих-кода образца на необходимость выполнения 
мазка / архивация образца (в ПО –менеджере 
результатов)

2,3 2,2 1,9-2,5 На 1 образец - +

4.8 Венозная кровь: загрузка/выгрузка образца в 
штатив модуля окраски мазков 1,6 2,0 1,1-3,2 На 1 образец - +

4.9 Венозная кровь: извлечение окрашенных стекол из 
штатива модуля окраски мазков 5,2 5,2 4,8-5,6 На 1 образец + -

4.10 Капиллярная  кровь: печать штрих-кода для 
маркировки мазка 9,2 9,2 9,0-9,3 На 1 образец - +

4.11 Капиллярная кровь: нанесение мазка вручную 27,3 26,8 25,0-28,5 На 1 образец - +

4.12 Капиллярная кровь: маркировка стекла штрих-
кодом 6,8 6,4 5,0-7,8 На 1 образец - +

4.13 Венозная кровь / Капиллярная кровь: архивация 
образца в ЛИС 2,0 2,2 1,8-2,6 На 1 образец + -

4.14 СОЭ по Панченкову: вторичная сортировка проб 
для выполнения исследования 5,5 5,5 3,0-8,0 На 1 образец - +

4.15 СОЭ по Панченкову: расстановка образцов и 
выполнение методики 24,1 19,5 10,2-26,8 На 1 образец - +

4.16 СОЭ по Панченкову: снятие результата, внеснение 
в протокол 10,2 6,4 2,8-13,0 На 1 образец - +

Примечание. * – Периодичность определяется для данной АП; ** – в каждую аналитическую серию: определяется для данной АП, в со-
ответствии с количеством проводимых аналитических серий в год.

Рабочее место специалиста с высшим образованием 
в основном ассоциировано с действиями по микроско-
пии и валидации результатов (табл.  3). Микроскопия 
мазков крови выполняется по результатам автомати-
зированной оценки лейкоцитарной формулы и имеет 
вероятность 12  % для первичных образцов в составе 
аналитической процедуры «ОАК + ДИФФ + СОЭ + 

% микроскопии». Она также проводится обязательно в 
том случае, если была исходно заказана (соответствует 
АП «ОАК + ДИФФ + СОЭ + микроскопия»).

Продолжительность стандартных манипуляций 
суммировалась с учетом кратности (или вероятности) 
их выполнения в той или иной АП по соответствую-
щим компонентам. Те, в свою очередь, учитывались 
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стратифицировано, по принадлежности к виду затрат 
времени: FT (fixed labor time) –постоянные трудоза-
траты, в расчете на 1 год работы, и AVT (unit average 
variable labor time) – переменные трудозатраты, пред-
ставленные в виде удельных трудозатрат на 1  (одно) 
лабораторное исследование (ЛИ) каждой из выполня-
емых на рабочем месте АП. При этом постоянные тру-

дозатраты оценивались в виде двух отдельных компо-
нентов: на обслуживание рабочего места (FTw) и на 
подготовку АП к работе (FTa). Это связано с особен-
ностями их использования в расчете трудоемкости: 
первые распределяются на общее число выполняемых 
на рабочем месте ЛИ, а вторые – на количество ЛИ 
только этой АП.

                                                                                                                      Т а б л и ц а  3
Структура и продолжительность стандартных манипуляций трудового процесса рабочего места специалиста с высшим  

образованием (врач клинической лабораторной диагностики / биолог) 

Стандартные манипуляции трудового процесса

Средне-
взвешен-
ное значе-
ние, с

Централь-
ное значе-
ние, с

Диапазон, с Периодичность

1.	 Постоянные трудозатраты на обслуживание рабочего места (FTw)

1.1 Подготовка рабочего места к работе: дезинфекция, пополнение 
расходного материала 180 120-240 2 раза в сутки

1.2 Мытье и обработка рук 68 60-75 8 раз в сутки
1.3 Надевание / смена перчаток 24 16-32 8 раз в сутки
1.4 Списание расходных материалов и реагентов для работы 140 120-180 1 раз в сутки
1.5 Подготовка к работе сканера мазков 240 180-300 1 раз в сутки
1.6 Контроль обработки проб «Cito» в течение рабочей смены 60 45-75 5 раз в сутки

1.7 Отмена заказов для образцов, выполнение исследований в которых 
невозможно 129 67-190 5 раз  в сутки

1.8 Работа в ЛИС: внесение комментариев, работа с критическими 
значениями 700 600-900 Суммарно за сутки

1.9 Работа с почтой, 1С, ответы на запросы 1380 720-2280 Суммарно за сутки

1.10 Консультации с коллегами 620 360-900 Суммарно за сутки

1.11 Поиск образцов / препаратов для срочного выполнения 400 300-600 Суммарно за сутки

1.12
Исследование виртуальных препаратов по программам внешней 
оценки качества, (общее нормативное время на отработку заданий 1 
цикла всеми врачами в штате)

50400 - Суммарно, каждые 
4 месяца

1.13 Уборка и дезинфекция рабочего места по мере загрязнения / 
заключительная 100 60-120 3 раза в сутки

1.14 Подготовка отчета о смене 220 180-240 1 раз в сутки
1.15 Еженедельная генеральная уборка 1400 1200-1800 1 раз в неделю

2.Постоянные трудозатраты на подготовку АП к работе (FTa) - не выделено
3.Переменные трудозатраты на подготовку АП к работе (AVTa) - не выделено

4. Переменные трудозатраты на отдельное исследование (AVTt)

4.1 Венозная кровь: просмотр и сортировка изображений клеток в ПО 
сканера мазков 82,6 81,6 66,9-99,2 На 1 образец

4.2
Венозная кровь: извлечение стекла из штатива сканера мазков, 
считывание штрих-кода и валидация результата в ПО – менеджере 
результатов

15,1 15,5 10,4-19,3 На 1 образец

4.3

Венозная кровь / Капиллярная кровь: сканирование штрих-кода 
стекла, ручная микроскопия мазка с подсчетом лейкоцитарной 
формулы, внесение и валидация результата в ПО – менеджер 
результатов, экспорт в ЛИС (либо отмена заказа)

209,6 209,6 88,0-503,0 На 1 образец

4.4 Венозная кровь / Капиллярная кровь: постановка задачи 
медлабтехнику на повторное исследование образца крови 68,0 68,0 53,0-83,0

На 1 образец (до 
8% образцов, 
подлежащих 

микроскопии)

4.5 Венозная кровь / Капиллярная кровь: финальная валидация и 
авторизация результата в ЛИС 4,4 4,9 3,5-6,3 На 1 образец

Постоянные трудозатраты на обслуживание рабо-
чих мест в расчете на год работы составили: 5,1 млн. с. 
и 6,1 млн. с для рабочих мест среднего персонала №1 
и №2, соответственно, и 2,4 млн. с. для рабочего места 
врача/ биолога. Постоянные трудозатраты на подготов-

ку АП к работе были определены только для исследо-
вания СОЭ по Панченкову и составили 220 тыс. с в год.

Итоговое значение AVT складывалось из компонен-
тов переменных трудозатрат: AVTa, и AVTt, характери-
зовавших, соответственно, подготовительные действия 
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с реагентами (расходными материалами) в расчете на 
1 ЛИ и непосредственную работу по выполнению ЛИ 
из образца.

Полная трудоемкость 1 ЛИ (tЛИ) любой АП оценива-
лась по формуле (1):

		                           (1),     

где:    AVT – величина удельных переменных затрат 
на 1 ЛИ для данной АП;

FTw – постоянные трудозатраты на обслуживание 
рабочего места, за год;

QW – количество всех выполняемых в течение года 

ЛИ на данном рабочем месте;
FTa – постоянные трудозатраты на подготовку дан-

ной АП к работе, за год;
Qa – количество выполняемых в течение года ЛИ 

данной АП.
С целью представления данных в удобном для их 

обсуждения и моделирования виде трудозатраты обо-
их рабочих мест среднего персонала, исходно рассчи-
танные раздельно, были суммированы. Полученные 
величины ОАК приведены в табл. 4. Переменные тру-
дозатраты исследования СОЭ по Панченкову, выполня-
емого в виде отдельной АП, составили 42,2 с на 1 ЛИ, 
а полная трудоемкость – 58,0 секунд.

                                                                                                                        Т а б л и ц а  4 
Удельные значения переменных трудозатрат (AVT) и полная трудоемкость (tЛИ) аналитических процедур в соответствии  

с долей выполняемых гематологических исследований на основе ОАК

Аналитическая процедура (АП)
Доля исследований по 
виду биоматериала, % 
(95%ДИ)

Доля исследований 
относительно всех 
видов биоматериала, % 
(95%ДИ)

Средний персонал
Специалисты 
с высшим 
образованием

AVT, с tЛИ, с AVT, с tЛИ, с
Биоматериал: венозная кровь

ОАК + СОЭ* 6,3% 
(6,24-6,36%)

5,7% 
(5,65-5,75%) 13,4 25,7 4,4 7,0

ОАК + ДИФФ + СОЭ + 
% микроскопии

75,5%
(75,4-75,6%)

68,4%
(68,3-68,5%) 15,1 27,4 24,0 26,6

ОАК + ДИФФ + СОЭ + микроскопия 4,0%
(3,95-4,05%)

3,6%
(3,56-3,64%) 24,8 37,1 167,9 170,5

ОАК 2,2%
(2,17-2,23%)

2,0%
(1,97-2,03%) 9,5 21,8 4,4 7,0

ОАК + ДИФФ 12,0%
(11,9-12,1%)

10,9%
(10,8-11,0%) 11,1 23,4 24,0 26,6

Итого, из венозной крови, % 100,0% 90,5%
(90,4-90,6%)

Средневзвешенное значение для АП венозной крови, с 14,8 27,1 28,1 30,7
Биоматериал: капиллярная кровь

ОАК + СОЭ 3,5%
(3,37-3,63%)

0,3%
(0,29-0,31%) 62,9 75,2 4,4 7,0

ОАК + ДИФФ + СОЭ + 
% микроскопии

78,6%
(78,3-78,9%)

7,4%
(7,34-7,46%) 69,3 81,6 30,7 33,3

ОАК + ДИФФ + СОЭ + микроскопия 17,9%
(17,6-18,2%)

1,7%
(1,67-1,73%) 112,8 125,1 224,1 226,7

Итого, из капиллярной крови, % 100,0% 9,5%
(9,43-9,57%)

Средневзвешенное значение для АП капиллярной крови, с 76,8 89,1 64,3 66,9
Итого, все виды биоматериалов, % 100 %

Примечание. * – АП идентична для определения содержания ретикулоцитов.

Обсуждение. Трудовой процесс выполнения гема-
тологических исследований из венозной крови имеет 
высокую степень автоматизации. Образцы, первично 
отсортированные в преаналитическом подразделении, 
после поступления в отдел лаборатории немедленно 
переставляются в штативы гематологических анализа-
торов и отправляются на линию, где выполняется ав-
томатизированный ОАК без или с лейкоцитарной фор-
мулой, либо исследование количества ретикулоцитов, в 
зависимости от заказа. Затем происходит загрузка всех 
проб в анализатор СОЭ. Выполнение необходимых ис-
следований на этих этапах обеспечивается штрихкоди-
рованием и двунаправленной связью с ЛИС. При этом 
вторичная сортировка между автоматизированным 
выполнением ОАК и СОЭ является избыточным дей-

ствием. В тех относительно редких случаях, когда по-
следнее исследование не заказано, образец просто про-
ходит через анализатор без каких-либо материальных 
затрат. Такая практика работы принята в лабораторном 
комплексе Санкт-Петербурга. В Москве же в процессе 
изучения трудового процесса был выявлен сохранив-
шийся этап сортировки образцов между ОАК и СОЭ. 
Моделирование данных показало, что отказ от него при 
текущих количествах исследований, может сэкономить 
труд, эквивалентный 1,9 ставкам среднего персонала в 
год. После выполнения автоматизированного анализа 
гематологические образцы поступают на вторичную 
сортировку с помощью специального ПО – менеджера 
результатов, определяющего возможность их архива-
ции или необходимость окраски и микроскопии мазка 
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крови. На этом базовая АП «ОАК + СОЭ» завершает-
ся, а дальнейшие действия других АП в отношении 
микроскопического исследования выполняются либо 
вероятностно, на основе разработанных критериев, 
применяемых к полученным результатам, либо обяза-
тельно, согласно требованию лабораторного заказа. 

Вероятность подготовки и просмотра мазка крови 
оказалась фактором, влияющим на трудозатраты АП 
(см. табл.  4). Несмотря на попытки экспертных групп 
разработать единые правила принятия решений для 
выполнения микроскопии [9], в разных лабораториях 
критерии устанавливаются самостоятельно и могут от-

личаться. На вероятность выполнения микроскопиче-
ского исследования может повлиять и контингент обсле-
дуемых пациентов: амбулаторный или стационарный, 
преобладающий профиль нозологии. Это сказывается 
на количестве образцов крови, подлежащих микроско-
пическому исследованию. С целью сравнительной оцен-
ки масштабов влияния данного фактора на трудозатраты 
ОАК в сопоставлении с нагрузкой на персонал, было 
выполнено моделирование значений удельных перемен-
ных трудозатрат (AVT) для различных сценариев, свя-
занных с изменением количества поступающих проб и 
процентной доли их микроскопии. 

Рис. 1. Динамика роста годовых трудозатрат (в миллионах секунд) с увеличением количества ЛИ (в тысячах в год), выполняемых из образцов венозной 
крови по аналитической процедуре «ОАК + ДИФФ + СОЭ + % микроскопии». Графики моделируют ситуации для различной вероятности окраски и 
микроскопии мазка крови (0 %, 12 %, 50 %, 100 %). Сплошная линия соответствует текущей вероятности (для 12 % образцов). Дополнительная ось справа 
интерпретирует трудозатраты в ставках специалистов. а – трудозатраты среднего персонала лаборатории; б – трудозатраты специалистов с высшим об-
разованием.

Рис. 2. Динамика роста годовых трудозатрат (в миллионах секунд) с увеличением количества ЛИ (в тысячах в год), выполняемых из образцов капилляр-
ной крови по аналитической процедуре «ОАК + ДИФФ + СОЭ + % микроскопии». Графики моделируют ситуации для различной вероятности окраски и 
микроскопии мазка крови (0 %, 12 %, 50 %, 100 %). Сплошная линия соответствует текущей вероятности (для 12 % образцов). Дополнительная ось справа 
интерпретирует трудозатраты в ставках специалистов. а – трудозатраты среднего персонала лаборатории; б – трудозатраты специалистов с высшим об-
разованием.
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Влияние такого фактора, как приготовление мазка 
из венозной крови для медицинского лабораторного 
техника (рис. 1, а) не столь велико, что связано со зна-
чительной автоматизацией этого процесса в рассма-
триваемых лабораториях. Но в отношении врачебного 
персонала, основная деятельность которого связана 
именно с подсчетом лейкоцитарной формулы, вероят-
ность этого фактора является определяющим в норми-
ровании труда (рис.  1, б). Так увеличение количества 
венозных образцов, подлежащих микроскопии с 12 до 
50 % на каждые 100 тыс. проб приведет к троекратному 
росту потребности в штате, с 0,5 дополнительных ста-
вок до 1,5 ставок.

Одноименные АП для капиллярной крови отлича-
ются от венозной как существенно более трудозатрат-
ные (см. табл. 4). Это связано с относительно низкой 
степенью автоматизации трудового процесса. Работа 
с капиллярной кровью выполняется на анализаторах 
с ручными пробоотборниками, мазок крови наносится 
на предметное стекло и окрашивается также вручную. 
Результаты моделирования трудозатрат свидетельству-
ют о том, что при увеличении количества поступающих 
образцов капиллярной крови на 100 тыс. в год допол-
нительная потребность в среднем персонале (рис. 2, а) 
будет эквивалентна ситуации с ростом обрабатываемо-
го количества проб венозной крови на 450 – 500 тыс. 
(см. рис. 1, а).

Опосредованным следствием применения средним 
персоналом ручных техник работы с капиллярной кро-
вью являются и увеличенные трудозатраты врача (рис. 
2, б). В отличие от венозной крови, в данном случае 
не используется автоматизированный сканер мазков, 
а микроскопия выполняется традиционно, с помощью 
светового микроскопа. Это обусловлено тем, что одним 
из ограничений для цифрового анализа изображений 
клеток крови считается именно неоптимальное каче-
ство мазков, обусловленное их ручным нанесением 
или окрашиванием. Сканер в этом случае может невер-
но выбирать области: слишком плотные или разрежен-
ные для корректного выполнения исследования [10]. 
Другое ограничение потенциально связано с качеством 
самого биоматериала. Взятие капиллярной крови со-
провождается повышенным риском преаналитических 
ошибок, наиболее распространенным проявлением 
которых является активация процессов свертывания 
и образование сгустков в образце [11]. Это создает до-
полнительные риски применения автоматизированных 
сканеров типа «CellaVision», поскольку они не опреде-
ляют агрегаты тромбоцитов, за исключением случаев, 
когда те присутствуют в мазке в большом количестве 
[10]. 

Высокая трудоемкость исследования капиллярной 
крови потенциально ставит вопрос отделения его от 
венозной в независимую номенклатуру медицинских 
услуг, что позволит применять дифференцированные 
тарифы и таким образом опосредовано управлять ко-
личествами таких образцов. Приверженность и па-
циентов, и врачей этому виду биоматериала носит, в 
немалой степени, традиционный, субъективный ха-
рактер и не подтверждается объективными оценками. 
Например, исследование, проведенное в больнице для 
новорожденных в Канаде, показало, что медсестры, в 
отличие от пациентов и врачей, считали процесс вене-

пункции менее трудоемким, менее болезненным для 
младенца и более простым методом получения образ-
ца, чем взятие капиллярной крови [12]. Напротив, в 
стационарах РФ приходится наблюдать ситуацию, ког-
да явно отдаваемое предпочтение этому виду материа-
ла в некоторых клинических отделениях носит предна-
меренный характер перераспределения обязанностей 
от их дежурного персонала в сторону лаборатории. Это 
связано с тем, что традиционно за венепункцию отве-
чает медицинская сестра процедурного кабинета, а за 
взятие крови из пальца – фельдшер-лаборант, хотя до 
принятия профессионального стандарта специалиста в 
области лабораторной диагностики со средним меди-
цинским образованием1 не было нормативных актов, 
предоставляющих среднему персоналу лаборатории 
право на взятие крови [13]. Указанный профессиональ-
ный стандарт принят лишь в 2020 году, носит больше 
рекомендательный характер и не подкреплён в части 
трудовых действий обязательными законодательными 
нормами [14].

Представленные в работе значения трудозатрат не 
следует считать абсолютными для всех современных 
автоматизированных методов гематологических ис-
следований. Трудоемкость их может изменяться в за-
висимости от организации трудового процесса, состава 
стандартных манипуляций, распределения обязанно-
стей и, естественно, оборудования рабочих мест лабо-
ратории. Дальнейший сдвиг гематологического осна-
щения лабораторных комплексов «Хеликс» в сторону 
TLA, связанный с объединением в одной линии гемато-
логических анализаторов со встроенными СОЭ-метра-
ми, модуля окраски мазков и их автоматизированного 
сканера безусловно потребует корректировки списка 
стандартных манипуляций и итоговых значений трудо-
затрат персонала в отношении АП венозной крови. 

Заключение. Примененный в работе метод оценки 
трудозатрат позволил определить структуру трудового 
процесса по выполнению автоматизированных гемато-
логических исследований, объективно охарактеризо-
вать их трудоемкость и получить стратифицированные 
данные о величине переменных трудозатрат, пригод-
ные к использованию при нормировании труда пер-
сонала современной лаборатории в условиях изменя-
ющейся нагрузки. Фактором, определяющим финаль-
ную трудоемкость, особенно для врачей и биологов, 
является вероятность подготовки и подсчёта лейкоци-
тарной формулы мазка крови, в связи с чем наиболее 
трудозатратной аналитической процедурой в рамках 
каждого биоматериала является «ОАК + ДИФФ + СОЭ 
+ микроскопия». Переменные трудозатраты среднего 
персонала на выполнение исследований из капилляр-
ной крови выше в 4,6 раза по сравнению с венозной, 
что связано с сохранением в их аналитических про-
цедурах существенной доли ручного труда. В связи с 
этим представляется актуальным вопрос о выделении 
ОАК из капиллярной крови в отдельную номенклатуру 
медицинских услуг.

1Приказ Министерства труда и социальной защиты Российской Фе-
дерации от 31.07.2020 г. № 473н "Об утверждении профессиональ-
ного стандарта "Специалист в области лабораторной диагностики со 
средним медицинским образованием". https://cdnstatic.rg.ru/uploads/
attachments/193/91/31/59303.pdf.
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