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Лабораторная диагностика антифосфолипидного синдрома (АФС) состоит в выявлении антифосфолипидных антител 
(АФА) методом иммуноферментного анализа (ИФА), а именно в детекции антикардиолипиновых (аКл) антител и анти-
тел к β2-гликопротеину (aβ2Гп). Несмотря на то, что серологическая диагностика играет решающую роль в постановке 
диагноза АФС, использование лабораторных тестов затруднено их недостаточной стандартизацией. Новым подходом 
к детекции антифосфолипидных антител стало использование иммуноблоттинга на основе поливинилиденфторидной 
(ПВДФ) мембраны. Преимущество этого метода по сравнению с методом ИФА — использование для сорбции антигенов 
гидрофобной твердой фазы. Пористая структура ПВДФ мембраны ориентирует гидрофильные участки фосфолипидов 
и обеспечивает тем самым более плотное их распределение, имитируя билипидный слой мембран живого организма. Для 
уточнения и сравнения ценности разных методов мы сопоставили результаты измерения АФА на ИФА тест-системах 
разных производителей и наборах реактивов для иммуноблоттинга. Нами собрана коллекция биоматериала 47 паци-
ентов с некардиоэмболическими ишемическими инсультами, 20 пациентов с рецидивирующими тромбозами глубоких 
вен нижних конечностей и 50 пациентов с акушерской патологией, а также 30 здоровых доноров. В данных сыворот-
ках измерены аКлаIgG, аКлаIgM, аβ2ГП1 методом ИФА с помощью немецких тест-систем фирм Euroimmun и Orgentec 
Diagnostica, образцы с наиболее высоким титром — методом иммуноблоттинга на реактивах фирмы Medipan. На осно-
вании измерений АФА различными ИФА тест-системами частота aβ2ГП1 составила 31% для Euroimmun ИФА наборов 
реактивов, 78% — для Orgentec Diagnostica ИФА тест-систем, аКлIgG — 2 и 30%, аКлIgM — 31 и 54% соответственно. 
Измерив АФА методом иммуноблоттинга на тест-системах фирмы Medipan в биообразцах с наиболее высокими ти-
трами, мы обнаружили аβ2ГП1 у всех пациентов, аКлIgG — у 70%, аКлIgM — у 30% пациентов. Сходимость между 
тремя коммерческими наборами реактивов варьирует от 20 до 88%. Стандартизация коммерческих тест-систем все 
еще не достигнута. Новый метод иммуноблоттинга может быть использован в сочетании с классическими методами 
серологической диагностики АФС. Отсутствие алгоритмов диагностики и стандартизации различных тест-систем 
для детекции АФА ставит под сомнение достоверность серологического диагноза АФС, а следовательно и существова-
ние АФС как нозологической единицы.
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The laboratory diagnostic of anti-phospholipid syndrome consists in detection of anti-phospholipid antibodies using technique 
of enzyme-linked immunosorbent assay namely in detection of anti-cardiolipin antibodies and antibodies to β2-glycoprotein. In 
spite of the fact that serological diagnostic plays a key role in diagnosing anti-phospholipid syndrome application of laboratory 
tests s complicated by their insufficient standardization. The new approach to detection of anti-phospholipid antibodies became 
application of immune blotting on the basis of polyvinylidenfluoride membrane. As compared with enzyme-linked immunosorbent 
assay, the advantage of the mentioned technique is in using hydrophobic solid phase for sorption of antigens. The porous structure 
of polyvinylidenfluoride membrane orientates hydrophilic areas of phospholipids  and by that ensures their more dense distribution 
imitating bi-lipid layer of membranes of living organism. To specify and compare value of different techniques the comparison 
was implemented concerning the results of measurement of anti-phospholipid antibodies in enzyme-linked immunosorbent assay 
test-systems of various manufacturers and reagents kits for immune blotting. The collection was assembled including bio-materials 
from 47 patients with non-cardioembolic ischemic strokes, 20 patients with recurrent thrombosis of deep veins of lower extremities 
and 50 patients with obstetrics pathology and also 30 healthy donors. In the given serums aKlaIgG, aKlaIgM, aβ2glycoprotein 
I   were measured using enzyme-linked immunosorbent assay technique assisted by test-systems of Euroimmun and Orgentes 

Для корреспонденции: Ткаченко Ольга Юрьевна, сотр. НИЦ по молекулярной медицине, ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский госу-
дарственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова» Минздрава РФ, e-mail: tkachenie@mail.ru



41

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2017; 62(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-1-40-44

IMMunOlOgy

Diagnostica and the samples with the highest titre using immune blotting technique with reagents manufactured by Medipan. 
On the basis of measurement of anti-phospholipid antibodies by various enzyme-linked immunosorbent assay test-systems the 
rate of aβ2glycoprotein I amounted to 31% in case of Euroimmun reagents kits for enzyme-linked immunosorbent assay, 78% 
in case of Orgentec Diagnistica test-systems for enzyme-linked immunosorbent assay, aKlaIgG - 2% and 30%, aKlaIgM - 31% 
and 54% correspondingly. The measurement of anti-phospholipid antibodies using immune blotting technique on Medipan test-
systems in bio-samples with the highest titres  detected aβ2glycoprotein I in all patients, aKlaIgG in 70% and aKlaIgM in 30% of 
patients. The convergence between three commercial reagents kits varies from 20% to 88%. The standardization of commercial 
test-systems still to be achieved. The new technique of immune blotting can be applied jointly with classic techniques of serological 
diagnostic of anti-phospholipid syndrome. The absence of algorithms of diagnostic and standardization of different test-systems 
for detection of anti-phospholipid antibodies prejudices reliability of serological diagnosis of anti-phospholipid syndrome and 
therefore existence of anti-phospholipid syndrome as a nosologic unit.
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ting; standardization
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Введение. Антифосфолипидные антитела (АФА) — серо-
логический маркер антифосфолипидного синдрома (АФС), 
который характеризуется венозными и/или артериальны-
ми тромбозами, акушерской патологией, тромбоцитопени-
ей, а также разнообразными неврологическими, кожными, 
сердечно-сосудистыми нарушениями, характер и выражен-
ность которых зависят от локализации тромботической ок-
клюзии в том или ином сосудистом бассейне [1]. Основными 
лабораторными показателями АФС служат волчаночный ан-
тикоагулянт (ВАК), антикардиолипиновые антитела (аКЛ) и 
антитела к β2-гликопротеину 1 (аβ2ГП1) [2]. β2-гликопротеин 
1 (β2ГП1) — фосфолипид-связывающий белок и кофактор, 
необходимый для взаимодействия АФА с фосфолипидами 
[1]. Оценка титра АФА и количество положительных тестов 
позволяет разделить пациентов по группам риска. Пациен-
ты, положительные по всем трем тестам, а также и пациен-
ты с высоким титром антикардиолипиновых антител (аКл) 
(> 40 gpl или mpl) состоят в группе наиболее высокого 
риска развития клинических проявлений [2]. В структуре 
других этиологических причин АФС — вероятная причина 
14% инсультов, 11% инфарктов миокарда, 10% тромбозов 
глубоких вен, 6% патологии беременности, 9% выкидышей.  
У 30—40% пациентов с системной красной волчанкой при-
сутствуют антифосфолипидные антитела, но только у 10% 
есть проявления антифосфолипидного синдрома [3].

Несмотря на то что серологическая диагностика играет 
решающую роль в постановке диагноза АФС, использование 
лабораторных тестов затруднено их недостаточной стандар-
тизацией. Классический метод детекции аКЛ и аβ2ГП1 — 
иммуноферментный анализ (ИФА). Оригинальные стандар-
ты сыворотки, содержащей АФА, (стандарты Харриса) были 
первой попыткой глобальной стандартизации тест-систем 
для диагностики АФС на основе первых радиоиммунных 
методов [2, 4, 5]. Доступность этих стандартов ограничена.  
В качестве альтернативных могут использоваться референс-
ные материалы на основе моноклональных человеческих 
антител, так называемые стандарты АФА Саппоро, но на 
данный момент они не получили широкого распространения 
[2, 8, 9].

Новый подход к детекции антифосфолипидных антител 
— использование иммуноблоттинга. Преимущество этого 
метода — сорбция антигенов на pVdf-мембране на основе 

гидрофобного поливинилиделфторида. Его пористая струк-
тура ориентирует гидрофильные участки фосфолипидов и 
обеспечивает тем самым их плотное распределение. Данный 
метод более полно отражает связь антител с антигеном в ор-
ганизме пациентов с АФС [10].

Цель нашего исследования — сопоставление классиче-
ских и новых методов детекции АФА и оценка их диагно-
стической ценности в постановке серологического диагноза 
АФС.

Материал и методы. Для оценки встречаемости АФА и 
сопоставимости тестов для их выявления проведен анализ ин-
формационной базы данных специализированной лаборато-
рии за 2013—2014 гг. Комплексный тест, включающий опре-
деление аКлigg, аКлigm, aβ2ГП, выполнен 885 пациентам.

Нами собраны клинические данные и биологические об-
разцы: 47 образцов пациентов с некардиоэмболическими 
ишемическими инсультами, 20 — пациентов с рецидиви-
рующими тромбозами глубоких вен нижних конечностей, 51 
— пациентов с акушерской патологией, 70 — здоровых до-
норов, а также 34 биологических образца с высоким титром 
АФА из серологической коллекции лаборатории диагностики 
аутоиммунных заболеваний.

Для исследования сопоставимости результатов тестов 
оценены тест-системы различных производителей. Мы ис-
пользовали ИФА тест-системы фирмы euroimmun (Гер-
мания), в дальнейшем именуемой Производитель 1 (ПР1); 
фирмы orgentec diagnostica (Германия), Производитель 2 
(ПР2), и тест-системы фирмы medipan, основанные на мето-
де иммуноблоттинга, Производитель 3 (ПР3), в соответствии 
с инструкцией. В собранных биообразцах измерены аКлigg, 
аКлigm, aβ2ГП1 антитела. Проведен сравнительный анализ и 
оценка сходимости результатов.

Определение активности волчаночного антикоагулян-
та проведено нами в оригинальной модификации: вместо 
плазмы мы использовали контрольную плазму, смешанную 
с сывороткой пациентов в соотношении 1:4. Образцы ин-
кубировали при t = 0°c в течение 30 мин, после чего изме-
ряли активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ) на полуавтоматическом коагулометре (helena biosci-
ences europe). Использовали чувствительные к ВАК реакти-
вы appTsilplus (helena biosciences europe). Соотношение 
сыворотки и плазмы, время и температура инкубации опре-
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деляли экспериментальным путем. Мы рассчитали границы 
нормы в биообразцах 70 здоровых доноров методом 95 пер-
центиль и оценили воспроизводимость данной методики.  
В качестве референтного значения был принят временной 
интервал от 24 с до 50 с. Мы измерили ВАК в оригинальной 
модификации в 34 биообразцах с высоким титром АФА из 
серологической коллекции специализированной лаборато-
рии.

Для определения роли минорных антител в диагностике 
АФС в ВАК-положительных образцах измерены антитела к ан-
нексину V igm, igg и антитела к протромбину методом ИФА 
на тест-системах фирмы orgentec diagnostica (Германия).

Результаты. Для сопоставления результатов тестов для 
выявления АФА между собой мы провели анализ базы ла-
бораторных исследований специализированной лаборато-
рии. Комплексный тест, включающий определение аКлigg, 
аКлigm, aβ2ГП на тест-системах ПР1, выполнен 885 пациен-
там. Лабораторный диагноз антифосфолипидного синдрома 
выставлен 122 пациентам (рис. 1) Из них aβ2ГП1 определяли 
у 90%, аКЛigg — у 27, аКлigm — у 27% пациентов. Веду-
щим маркером стал aβ2ГП1, определяющийся в 55% изоли-

рованно, в 20% — в комплексе с аКлigg или аКлigm и только 
в 0,8% случаев — с аКлigg и аКлigm.

Чтобы оценить корреляцию между АФА и ВАК, мы из-
мерили активность ВАК в 34 биологических образцах с 
наиболее высоким титром антител. Активность ВАК была 
обнаружена только у 11. Из 11 пациентов 100% положи-
тельны по aβ2ГП1 (ПР1), 63 — по аКЛigg (ПР2), 73 —по 
аКЛigg (ПР2), 55 — по аКлigm (ПР1), 73 — по аКлigm 
(ПР2), 73 — по аps-pT (ПР2), 0,09— по aannexinigg, 18% 
— по aannexinigm (ПР2).

Также в ВАК-положительных образцах мы измерили 
АФА методом иммуноблоттинга (ПР3): антитела к фосфа-
тидилсерину igg обнаруживали в 82% образцов, к фосфати-
дилсерину igm — в 36, фосфоинозитолу igg — в 36, фос-
фоинозитолу igm — в 9, аКЛigg — в 64, аКЛigm — в 36, 
aβ2ГП1 igg — 64, aβ2ГП1 igm — в 18% (рис. 2).

Для определения встречаемости АФА в группах па-
циентов с разными клиническими проявлениями, а также 
для оценки сходимости ИФА тест-систем аКлigg, аКлigm, 
aβ2ГП измерены в биообразцах пациентов с некардиоэмболи-
ческими инсультами, тромбозами глубоких вен, патологией 
беременности на ИФА тест-системах ПР1 и ПР2 (см. табли-
цу, рис. 3). У пациенток с патологией беременности АФА вы-
являли чаще, чем у других групп пациентов.

Чтобы уточнить лабораторный диагноз АФС и сравнить 
классический и новый методы детекции АФА в сомнитель-
ных биообразцах, мы измерили АФА методом иммуноблот-
тинга (ПР3) (рис. 4). Согласно полученным данным наиболее 
частым маркером АФС оказался β2ГП1.

Среди больных с подтвержденным методом иммуно-
блоттинга (ПР3) лабораторным диагнозом АФС превалирует 
группа пациентов, положительных по одному маркеру (ПР1) 
и по двум маркерам (ПР2).

Обсуждение. В зависимости от локализации тромбоза, 
АФС может поражать несколько систем и органов, а также 
служить причиной выкидышей и преждевременных родов, 
что делает проблему АФС актуальной во врачебной практи-
ке различных узких специалистов. Клинические проявления 
АФС неспецифичны, поэтому диагноз может быть верифи-
цирован только посредством измерения АФА. Измерение 
аКЛ, аβ2ГП1, ВАК, являющихся основными лабораторными 
критериями АФС, затруднено в связи с методологически-
ми сложностями, а также недостаточной стандартизацией 
тестов. Выбор источника антигена, типа сорбционной по-
верхности, состава дилюирующих, моющих, блокирующих 
буферных растворов, использования сыворотки или плазмы 
в качестве биоматериала, а также температуры и времени ин-
кубации тест-систем представляют собой сложную задачу и 
отличаются у разных производителей. Эти методологические 

Рис. 1. Сходимость сероположительных результатов тестов 
для выявления АФА на основе анализа лабораторной базы 
данных.
Преобладают а-β2ГП1, при этом три положительных маркера АФС обна-
ружены только в 5 образцах. Цифрами обозначено количество серопози-
тивных образцов при сопоставлении сочетанного выявления АФА.

Рис. 2. Встречаемость АФА в ВАК-положительных образцах, 
измеренных методом иммуноблоттинга, по данным исследо-
вания 11 пациентов.

Рис. 3. Сравнение встречаемости АФА, измеренных ИФА 
тест-системами ПР1 и ПР2 в 128 биообразцах пациентов с 
предполагаемым АФС.
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особенности, а также отсутствие международных стандартов 
ведут к значительным вариациям результатов [2, 4, 5]. Для 
преодоления этих проблем научным и стандартизационным 
комитетом Международного общества по изучению тром-
боза и гемостаза разработаны рекомендации по детекции 
антифосфолипидных антител для твердофазных тест-систем 
[11—15]. Авторы предлагают алгоритмы для улучшения 
преаналитического этапа, проведение исследования на АФА 
в течение 2—3 дней после забора крови, постановки проб в 
дублях, расчет внутрилабораторного пограничного значения 
и референтного интервала, но не упоминают о недостаточ-
ной стандартизации тест-систем. Несмотря на рекомендации 
для лабораторной диагностики АФС методом ИФА, резуль-
таты тестов, выполненных на различных коммерческих тест-
системах, плохо сопоставимы между собой [2, 17].

В нашей работе мы проанализировали базу лабораторных 
исследований специализированной лаборатории, сравнили 
ИФА тест-системы разных производителей между собой, а 
также оценили новый метод иммуноблоттинга для детекции 
антифосфолипидных антител, использовали его в качестве 
подтверждающего метода в ВАК-положительных и сомни-
тельных биологических образцах.

Анализ базы лабораторных серологических исследова-
ний за 2013—2014 гг. показал, что превалирующим марке-
ром АФС оказались антитела к β2ГП1, в то время как аКЛ, 
igm, так и igg встречаются крайне редко и практически 
никогда — изолированно. Изолированная положительность 
как по аКл, так и по aβ2ГП1 не ассоциирована с тромбозами. 
Наиболее вероятно, что лишь aβ2ГП с ВАК-активностью па-
тогенетически связаны с клиническими проявлениями.

Заключение. Из проведенного нами сравнительного ана-
лиза и оценки сходимости ИФА тест-систем ПР1 и ПР2 мож-
но сделать вывод, что сходимость тест-систем разных произ-
водителей вариабельна, в некоторых тестах — крайне низка 
(от 20 до 88%).

Один из первых сравнительных анализов тест-систем 
ИФА проведен в 1987 г. Авторы сравнивали чувствительность 
первых коммерческих и внутрилабораторных тест-систем 
и пришли к выводу, что чувствительность внутрилабора-
торных тест-систем выше чувствительности коммерческих 
тестов и что ИФА-методика для детекции АФА нуждается 
в стандартизации [5]. В 2009 г. вышла обзорная статья, на-
звание которой очень хорошо характеризует возникшую 20 
лет назад проблему, до сих пор не имеющую решения [17]. 
Редкие статьи о сравнении коммерческих тест-систем между 
собой говорят о том, что анализ воспроизводимости показы-
вает небольшие различия между ИФА тест-систем от разных 
производителей [16, 18].

Частота положительных результатов при использовании 
реактивов разных производителей в исследованных нами 
группах пациентов крайне вариабельна. По результатам те-
стов наибольшее значение приобретает аКЛigm и aβ2ГП1. 
Тест-системы ПР1 чаще выявляют aβ2ГП1, наборы реактивов 
ПР2 — КЛ igm. Из некритериальных маркеров (ps-pt и an-
nexin) a-ps-pT тест обладает чувствительностью, сравнимой 
с чувствительностью аКЛigm и аКЛigg [19—21].

В качестве подтверждающего теста мы использовали 
метод иммуноблоттинга (ПР3) в сомнительных биологиче-
ских образцах, которые были положительными при исполь-
зовании ИФА тест-систем хотя бы одного из производите-
лей. Помимо использования pVdf — мембраны в качестве 
твердой фазы, преимуществом данной методики стало еще 
и определение минорных классов АФА, а именно антител 
к фосфатидилсерину и фосфатидилинозитолу. Антитела к 
фосфатидилсерину определялись в 32—80% биологических 
образцов, а антитела к фосфатидилиназитолу практически 
не идентифицировались. В отличие от ИФА тест-систем, при 
использовании методики иммуноблоттинга превалирующим 
маркером после aβ2Гп оказывается аКлigg.

В целом полученные нами данные о детекции анти-
кардиолипиновых антител и антител к β2-гликопротеину 
и сравнение их с ИФА тест-системами свидетельствуют о 
том, что сходимость детекции антифосфолипидных анти-
тел методом иммуноблоттинга с тестами ИФА ПР2 значимо 
превышает сходимость с тестами ИФА фирмы ПР1. Метод 
иммуноблоттинга представляется нам довольно перспек-
тивным для использования в качестве подтверждающего 
теста в диагностике АФС, но вопрос об отсутствии стан-
дартизации тест-систем ИФА различных производителей 
остается открытым.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Рис. 4. Частота АФА в сомнительных биообразцах, измерен-
ных методом иммуноблоттинга.

Встречаемость АФА в группах пациентов с разными клиническими проявлениями

Группы пациентов Антитела к 
β2гликопротеину1 

(ПР1)

Антитела к 
β2гликопротеину1 

(ПР2)

Антитела к 
кардиолипину 

igg (ПР1)

Антитела к 
кардиолипину 

igg (ПР2)

Антитела к 
кардиолипину 

igm (ПР1)

Антитела к 
кардиолипи-
ну igm (ПР2)

Пациенты с некардиоэмболиче-
ским острым инсультом (n = 47)

4 (8%) 11 (25%) — 2 (6%) — 15 (34%)

Пациентки с патологией беремен-
ности (n = 51)

9 (18%) 19 (39%) 1 (2%) 12(24%) 12 (24%) 5 (11%)

Пациенты с тромбозом глубоких 
вен (n = 20)

1 (5%) 5 (10%) — — 13 (26%) 5 (10%)

Здоровые доноры (n = 10) 2(20%) — — 1 (10%) — —

П р и м е ч а н и е . ПР1 — euroimmun; ПР2 — orgentec diagnostica.
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ИССЛЕДОВАНИЕ HLA-АССОЦИАЦИЙ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНИ 
ЛЕГКИХ В УСЛОВИЯХ КРЕМНИЙОРГАНИЧЕСКОГО ПРОИЗВОДСТВА

1ФГБОУ вО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова» Минобрнауки России, 428015, г. Чебоксары; 
2БУ «Республиканский эндокринологический диспансер» Минздрава Чувашии, 428009, г. Чебоксары

Цель работы — изучить ассоциации полиморфных аллельных генов HLA класса II — DRB1, DQA1 и DQB1 и их гаплоти-
пических сочетаний с хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) у работников кремнийорганического произ-
водства в чувашской популяции. Проведено HLA-генотипирование 50 больных ХОБЛ и 38 здоровых работников кремний-
органического производства, принадлежащих к чувашской этнической популяции. Генотипирование проводили по трем 
генам HLA: DRB1 (14 аллелей), DQA1 (8 аллелей) и DQB1 (11 аллелей) методом мультипраймерной полимеразной цепной 
реакции. Для типирования использовали наборы фирмы «ДНК-Технология» (Россия). Степень ассоциации HLA-аллелей 
и гаплотипов с развитием ХОБЛ в условиях кремнийорганического производства определяли по значению относитель-
ного риска (ОР). Обнаружены отрицательные ассоциации ХОБЛ с аллелями HLA-DRB1*01 (ОР = 0,021; p < 0,001); 
DQA1*0101 (ОР = 0,013; p < 0,001); DQB1*0501 (ОР = 0,021; p < 0,001) и гаплотипами DRB1*01-DQA1*0101 (ОР = 
0,031; p < 0,01); DRB1*07-DQA1*0201 (ОР = 0,076; p < 0,01); DRB1*13-DQA1*0102 (ОР = 0,11; p < 0,05).
Установлены HLA-маркеры устойчивости к развитию ХОБЛ в условиях кремнийорганического производства в чуваш-
ской популяции.
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