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Резюме. Лабораторная диагностика антифосфолипидного синдрома (АФС) состоит в выявлении 
антифосфолипидных антител (АФА) методом иммуноферментного анализа (ИФА), а именно в детек-
ции антикардиолипиновых (аКл) антител и антител к бета-2-гликопротеину (aβ2GP1). Использова-
ние классических ИФА тест-систем затруднено их недостаточной стандартизацией. Новым подходом 
к детекции антифосфолипидных антител является использование мультиплексного лайн-блоттинга 
(ЛБ), преимуществом которого является сорбция антигенов на гидрофобной PVDF-мембране и де-
текция спектра АФА. 

Целью данного исследования является анализ диагностической ценности нового ЛБ в постановке 
серологического диагноза АФС.

Нами была собрана коллекция образцов сывороток 45 пациентов с некардиоэмболическими ише-
мическими инсультами, 19 пациентов с рецидивирующими тромбозами глубоких вен нижних конеч-
ностей и 44 пациента с привычным невынашиванием беременности, а также 50 клинически здоровых 
доноров. В данных сыворотках были измерены аКл IgG, аКл IgM, aβ2GP1 методом ИФА с помощью 
тест-систем фирм Euroimmun (ПР1) и Orgentec Diagnostica (ПР2) и аКл IgG, аКл IgM, aβ2GP1, а так-
же некритериальные АФА – методом иммуноблоттинга на тест-системе фирмы Medipan (ПР3). 

При использовании ИФА тест-систем ПР1 аКл и aβ2GP1 детектировались у 30,5 % пациентов. ИФА 



754

Tkachenko O.Yu. et al.
Ткаченко О.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

методом на тест-системах ПР2 АФА были обнаружены у 38% пациентов. Методом ЛБ аКл и aβ2GP1 
были выявлены у 30% пациентов. Встречаемость средних и высоких титров АФА, измеренных мето-
дом ИФА на тест-системах ПР1 и ПР2, составила 12 и 11% соответственно, а методом ЛБ – 16,6%. 
При анализе спектра АФА методом ЛБ чаще всего обнаруживались aβ2GP1, аФс, аКл, аАн V, аФк.

Метод мультиплексного лайн-блоттинга ЛБ показывает более высокую чувствительность при де-
текции средних и высоких титров АФА, а также позволяет выявить пациентов с множественной АФА 
позитивностью.

Ключевые слова: антифосфолипидный синдром, антифосфолипидные антитела, иммуноферментный анализ, лайн-
блоттинг, новые методы
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Abstract. Laboratory diagnosis of antiphospholipid syndrome (APS) is based on detection of 
antiphospholipid antibodies (aPLs). E.g., aPLs are directed against conformational epitopes of the so-called 
“co-factor” proteins: β2-gycoprotein 1 (β2-GP1), annexin V (An V) and prothrombin (Pt) that are formed 
during interaction with phospholipids – cardiolipin (CL), phosphatic acid (Pha), phosphatidylcholine (Pch), 
phosphatidylethanolamine (Pe), phosphatidylglycerol (Pg), phosphatidylinositol (Pi), phosphatidylserine 
(Ps). A routine methodology of detection based on ELISA testing is challenged by new tests when the antigen is 
absorbed on another kind of support like microbeads or membranes that can influence density of conformational 
epitopes for aPL’s binding. The aim of our study was to compare the results of aPLs detection by ELISA and 
multi-line immunodot assay (MLD).

We collected blood serum samples from 45 patients with noncardioembolic ischemic strokes, 19 patients 
with recurrent deep vein thrombosis of lower limbs, 44 females with recurrent miscarriages, and 50 clinically 
healthy donors. To compare the results of aPL detection by ELISA and MLD kits, the test systems from 
different manufacturers were evaluated. We used an ELISA kits for detection of antibodies to CL IgG, aCL 
IgM, β2-GP1 produced by Euroimmun AG (Mr1) and Orgentec Diagnostica GmbH (Mr2) and MLD – for 
detection of antibodies to CL, β2-GP1, Pch, Pe, Pg, Pi, Ps, AnV and Pt (Medipan GmbH, Mr3).

When a cut-off titer was used as the main index, 30.5% of patients were aPLs-positive with ELISA method 
by Mr1 and 38%, wiht Mr2. By MLD aPls were detected in 30% of patients. In the same cohort, medium and 
high aPLs titers (> 40 U/mL) were determined in 12% of patients using ELISA kits. Positive and highly positive 
aPLs titers were determined in 16% when using a new method by Mr3. Medium and high titer were detected 
only for antibodies to β2-GP1, CL, An V, Pha and Phs. 

The use of ELISA approach for detection of aPLs in patients with thrombosis and obstetric pathology is 
associated with relatively high number of low-positive ELISA results. Due to higher sensitivity for medium and 
high aPLs titers, MLD testing may be used as a confirming method for APS diagnosis.

Keywords: antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, enzyme-linked immunosorbent assays, multi-line dot assay, new 
methods
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Исследование было поддержано грантом Рос-
сийского научного фонда. Соглашение РНФ 
№ 16-15-00118.

Введение
Антифосфолипидные антитела (АФА) – се-

мейство аутоантител, направленных против 
конформационных эпитопов плазменных бел-
ков, которые образуются в результате их взаи-
модействия с анионными фосфолипидами [2, 
3, 12]. Это семейство включает антитела, на-
правленные против фосфолипид-связываю-
щих, или «кофакторных», белков, а именно β2-
гликопротеина 1 (aβ2GP1), аннексина V (aАн V) 
и протромбина (aПт). Также выделяют антитела 
к отрицательно заряженным фосфолипидам – 
к кардиолипину (аКл), фосфатидилглицеролу 
(аФг), фосфатидилинозитолу (аФи), фосфа-
тидилсерину (аФс), фосфатидиловой кислоте 
(aФк), и нейтрально заряженным фосфолипи-
дам – фосфатидилэтаноламину (аФэ), фосфати-
дилхолину (аФх) [16, 25].

Выявление аКл и aβ2GP1 в качестве диагно-
стического показателя включено в лаборатор-
ные критерии антифосфолипидного синдрома 
(АФС) [19], а детекция аКл – в лабораторные 
критерии системной красной волчанки (СКВ) 
SLIСС 2012 [24]. Однако АФА обнаруживаются 
у пациентов с другими аутоиммунными, инфек-
ционными и лимфопролиферативными заболева-
ниями, а также у здоровых доноров, не проявляя 
себя тромбозами или акушерской патологией [8, 
9, 14, 27, 28]. По мнению ряда авторов [17], раз-
ные представители семейства АФА различаются 
по уровню патогенности, который также зависит 
от используемого лабораторного метода их опре-
деления. 

Исторически АФА определяли с помощью 
метода радиоиммунного анализа [13], однако 
в настоящее время широко используется имму-
ноферментный анализ (ИФА). Отсутствие стан-
дартизации ИФА тест-систем ведет к низкой со-
поставимости результатов при использовании 
тест-систем разных производителей [7]. Исполь-
зование ИФА приводит к большому количеству 
ложноположительных результатов и необходи-
мости повторного обследования. В связи с этим 
актуальна оценка клинико-диагностических па-
раметров новых твердофазных методов для де-
текции АФА. 

Особого внимания заслуживает метод лайн-
блоттинга (ЛБ) [11]. Преимуществом ЛБ при 
сравнении с ИФА является «мультиплексный» 
подход, позволяющий единовременно детекти-

ровать до 10 разновидностей АФА. Кроме того, 
уникальные особенности гидрофобной PVDF-
мембраны позволяют достичь более высокой 
плотности антигена. Целью данного исследова-
ния является анализ диагностической ценности 
нового метода ЛБ в постановке серологического 
диагноза АФС.

Материалы и методы
Нами были собраны 44 образца сыворот-

ки крови пациентов с некардиоэмболическими 
ишемическими инсультами, 19 пациентов с ре-
цидивирующими тромбозами глубоких вен ниж-
них конечностей, 45 пациентов с акушерской 
патологией, а также 50 здоровых доноров. Все 
пациенты, включенные в исследование, были 
моложе 50 лет и не имели других аутоиммунных, 
лимфопролиферативных и хронических инфек-
ционных заболеваний в анамнезе.

Согласно рекомендациям по детекции АФА 
для твердофазных тест-систем [6], исследования 
на АФА были проведены в течение 2-3 дней после 
взятия крови, пробы поставлены в дублях, про-
веден расчет внутрилабораторного референтного 
интервала (РИ) непараметрическим методом 99 
перцентиль для каждой из ИФА тест-систем.

Для исследования клинической значимости 
результатов тестов методом ЛБ и сравнения с ре-
зультатами ИФА были оценены тест-системы 
различных производителей. Мы использовали 
ИФА тест-системы фирмы Euroimmun (Герма-
ния), в дальнейшем именуемой Производи-
тель 1 (ПР1), ИФА тест-системы фирмы Orgentec 
Diagnostica (Германия), Производитель 2 (ПР2), 
и тест-системы фирмы Medipan (Германия), ос-
нованные на методе ЛБ, Производитель 3 (ПР3), 
в соответствии с инструкцией. Получены резуль-
таты измерений ИФА тест-систем в оптических 
единицах и результаты ЛБ метода в денситоме-
трических единицах, оцененных программой 
DotBlot-Analyzer как слабоположительный (+), 
положительный (++) и восокоположительный 
(+++) результаты. В собранных образцах сыво-
ротки крови измерены аβ2GP1, аКл классов IgG 
и IgM, антитела методом ИФА, кроме того широ-
кий спект аутоантител, в том числе аКл, аβ2GP1, 
аФх, аФэм, аФг, аФэл, аФс, аФк, аАн V и аПр 
классов IgG и IgM исследовали методом ЛБ. 

Для сравнительного анализа полученных ре-
зультатов были использованы методы описатель-
ной статистики (вычисление средних значений, 
средних квадратических отклонений, медианы) 
и непараметрические (критерий Хи-квадрат 
Пирсона) методы статистической обработки.
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Результаты
Референтные интервалы (РИ) ИФА тестов 

всех производителей наборов реактивов были 
получены путем обследования 50 сывороток здо-
ровых доноров. 

Для сравнения методов ИФА и ЛБ была оце-
нена частота выявления АФА в каждой группе па-
циентов, с учетом верхней границы РИ (табл.1). 

В общей когорте пациентов при использовании 
ИФА тест-систем ПР1 аКл и aβ2GP1 детектиро-
вались в 30,5 % образцах, ИФА методом на тест-
системах ПР2 АФА были обнаружены у 38% 
пациентов. Методом ЛБ аКл и aβ2GP1 были вы-
явлены у 30% пациентов. 

Так как авторы международных критериев 
АФС указывают на клиническое значение только 
средних и высоких титров АФА, мы проанали-

ТАБЛИЦА 1. ВСТРЕЧАЕМОСТЬ АФА В ГРУППАХ ПАЦИЕНТОВ С НЕКАРДИОЭМБОЛИЧЕСКИМИ ИШЕМИЧЕСКИМИ 
ИНСУЛЬТАМИ, С РЕЦИДИВИРУЮЩИМИ ТРОМБОЗАМИ ГЛУБОКИХ ВЕН НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ И ПРИВЫЧНЫМ 
НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ, ИЗМЕРЕННЫХ ТЕСТ-СИСТЕМАМИ РАЗНЫХ ПРОИЗВОДИТЕЛЕЙ

TABLE 1. THE FREQUENCY OF APA IN GROUPS OF PATIENTS WITH NONCARDIOEMBOLIC ISCHEMIC STROKES, 
RECURRENT DEEP VEIN THROMBOSIS OF THE LOWER EXTREMITIES AND RECCURENCE MISCARRIAGE, MEASURED BY 
KITS FROM DIFFERENT MANUFACTURERS

ПР 
MR

АФА 
aPLs

ВГРИ* 
ULRR*

Пациенты 
с острым 

инсультом 
Patients with 

noncardioembolic 
ischemic strokes 

(n = 44)

Пациентки 
с невынашиванием 

беременности 
Patients with 
reccurence 
miscarriage

(n = 45)

Пациенты 
с тромбозом 
глубоких вен 
Patients with 

recurrent deep 
vein thrombosis 

of the lower 
extremities 

(n = 19)

Всего 
All 

(n = 108)

ПР1 
MR1

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

> 12 U/ml 1 (2,2%) 19 (42%) 3 (15,7%) 23 (21,2%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 2 (4,5%) 1 (5,2%) 4 (3,7%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

> 20 U/ml 3 (6,8%) 8 (18%) 1 (5,2%) 12 (11,1%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 7 (15,5%) 1 (5,2%) 9 (8,2%) 

ПР2 
MR2

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

> 10 U/ml 14 (31,8%) 11 (24%) 2 (10,5%) 27 (25%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 2 (4,5%) 1 (5,2%) 4 (3,7%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

> 10 U/ml 10 (22,7%) 16 (35%) 2 (10,5%) 28 (25,9%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 11 (24%) 1 (5,2%) 8 (12%) 

ПР3
MR3

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

≥ + 2 (4,5%) 11 (24%) 6 (31,5%) 19 (17,5) 

≥ ++ 2 (4,5%) 1 (2,2%) 3 (15,7%) 6 (5,5%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

≥ + 10 (22,7%) 11 (24%) 5 (26,3%) 26 (24%) 

≥ + 4 (9%) 7 (15,5%) 1 (5,2%) 12 (11,1%) 

Примечание. ПР1 – Euroimmun (Германия), ПР2 – Orgentec Diagnostica (Германия), ПР3 – Medipan (Германия); 
ВГРИ – верхняя граница референтного интервала: рассчитана непараметрическим методом 99 перцентиль 
при детекции АФА в группе 50 здоровых доноров. 

Note. MR1, Euroimmun (Germany); MR2, Orgentec Diagnostica (Germany); MR3, Medipan (Germany); ULRR is the upper limit of 
the reference range: calculated by the nonparametric 99 percentile method on APA detection in the group of 50 healthy donors.
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Рисунок 1. Встречаемость антикардиолипиновых 
антител, измеренных тест-системами ПР1, ПР2, ПР3 
Примечание. ВГРИ – верхняя граница референсного 
интервала, ПР1 – ИФА тест-системы фирмы Euroimmun 
(Германия), ПР2 – ИФА тест-системы фирмы Orgentec 
Diagnostika (Германия), ПР3 – метод ЛБ фирмы Medipan.
Figure 1. Frequency of anticardiolipin antibodies detected by 
kits of MR1, MR2, MR3
Note. ULRR, upper limit of reference range; MR1, ELISA kits by 
Euroimmun (Germany); MR2, ELISA kits by Orgentec Diagnostika; 
MR3, multi-line immunodot assay by Medipan. 

Рисунок 3. Спектр антифосфолипидных антител, измеренный методом лайн-блоттинга
Примечание. АФА – антифосфолипидные антитела, αβ2GP1 – антитела к β2-гликопротеину 1, аКл – антитела к кардиолипину, 
аАнV – антитела к аннексину, аПт – антитела к протромбину, аФс – антитела к фосфатидилсерину, аФг – антитела 
к фосфатидилглицеролу, аФи – антитела к фосфатидилинозитолу, аФК – антитела к фосфатидиловой кислоте, аФэ – антитела 
к фосфатидилэтаноламину, аФх – антитела к фосфатидилхолину, ПР1 – ИФА тест-системы фирмы Euroimmun (Германия), 
ПР2 – ИФА тест-системы фирмы Orgentec Diagnostika (Германия), ПР3 – метод ЛБ фирмы Medipan.
Figure 3. Spectrum of aPLs detected by multi-line immunodot assay
Note. aPLs, antiphospholipid antibodies; aβ2GP1, antibodies to β2-Glycoprotein 1; aCL, antibodies to cardiolipins; aAnV, antibodies to 
annexin V; aPr, antibodies to prothrombin; aPs, antibodies to phosphatidylserine; aPg, antibodies to phosphatidylglycerol; aPi, antibodies to 
phosphatidylinositol; aPAc, antibodies to phosphatidic acid; aPe, antibodies to phosphatidylethanolamine; aPh, antibodies to phosphatidylcholine; 
MR1, ELISA kits by Euroimmun (Germany); MR2, ELISA kits by Orgentec Diagnostika; MR3, multi-line immunodot assay by Medipan. 

Рисунок 2. Встречаемость антител к β2-гликопротеину 1, 
измеренных тест-системами ПР1, ПР2, ПР3
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Frequency of antibodies to β2-glycoprotein 1 detected 
by kits of MR1, MR2, MR3 
Note. As for Figure 1.
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зировали встречаемость АФА, учитывая только 
средние и высокие титры для ИФА тест-систем, 
а также только положительные и высокополо-
жительные результаты для ЛБ (рис. 2). Частота 
выявления средних и высоких титров АФА, из-
меренных методом ИФА на тест-системах ПР1 
и ПР2, составила 12 и 11% соответственно, а ме-
тодом ЛБ – 16,6%. Ввиду небольшого объема 
выборки положительных пациентов статитисти-
чески достоверными являются данные, полу-
ченные в результате детекции аКл IgG методом 
ЛБ по сравнению с ИФА тест-системами ПР2 
(p = 0,03). Таким образом, новый метод ЛБ по-
зволяет добиться более высокой эффективности 
детекции при средних и высоких титрах АФА 
(рис. 1, рис. 2).

Так как одним из преимуществ ЛБ является 
возможность обнаружения 10 видов АФА, была 
оценена частота выявления как аБ2GP1, аКл, 
так и других АФА – аФк, аФх, аФэм, аФг, аФэл, 
аФс, аАн V и аПр (рис. 3). В общей когорте паци-
ентов чаще всего обнаруживались aβ2GP1, аФс, 
аКл, аАн V, аФк. 

Анализ спектра антифосфолипидных анти-
тел может играть значимую роль в клинической 
практике. Мы оценили встречаемость одной раз-
новидности АФА, а также единовременного вы-
явления двух, трех и более АФА в общей когорте 
пациентов. У 19% пациентов обнаружен только 
один представитель семейства АФА: в 4,6% слу-
чаях детектировался только aβ2GP1, в 3,7% – 
аАн V и аФс, в 2,7% – аФк, а также аФг, аФэл. 
В 13% случаев единовременно детектировались 
два маркера, одним из которых в 6,4% случаев 
были aβ2GP1, в 4,6% – аФк. Три и более АФА 
детектировались в 8% случаев, наиболее часто – 
комбинации aβ2GP1, аАн V и аФс. Нами не было 
обнаружено ассоциаций между спектром анти-
фосфолипидных антител и клинической карти-
ной на примере данной когорты больных.

Обсуждение
Согласно международным критериям АФС, 

лабораторная диагностика играет решающую 
роль в постановке диагноза и дальнейшей так-
тике ведения больных. Однако несовершенство 
традиционных методов выявления АФА ведет 
к необходимости повторного обследования па-
циентов, что затрудняет своевременную поста-
новку диагноза. Действующие критерии реко-
мендуют учитывать в диагностике АФС только 
высокие титры АФА, в то время как на практике 
низкие титры антител встречаются в разы чаще, 
но их клиническое значение установить обычно 
не удается.

Для диагностики АФС активно разрабаты-
ваются новые методы детекции аутоантел [1, 2, 
4, 5, 6], такие как хемилюминесцентный анализ 
и мультиплексный метод лайн-блоттинга [15]. 
Данные методы твердофазного анализа харак-
теризуются новыми подходами к сорбции анти-
гена, обеспечивая большую плотность антиге-
на на твердофазном носителе. Особенностью 
ЛБ является высокое сродство фосфолипидов 
к PVDF-мембране, что позволяет ориентировать 
гидрофильные участки молекул, обеспечивая их 
взаимодействие с белковыми кофакторами [11]. 
Результатом оптимизации характеристик твер-
дой фазы становится увеличение аналитической 
чувствительности теста и расширение диапазона 
измеряемых показателей.

Для определения встречаемости АФА с по-
мощью разных методов мы исследовали 3 груп-
пы пациентов с клиническими проявлениями 
АФС. В первую вошли 44 пациента с некардио-
эмболическими ишемическими инсультами, 
во вторую – 19 пациентов с рецидивирующими 
тромбозами глубоких вен нижних конечностей, 
третья состояла из 45 пациентов с двумя и бо-
лее выкидышами. В качестве группы сравнения 
использовались сыворотки крови 50 здоровых 
доноров. Мы провели сравнительный анализ 
встречаемости aβ2GP 1 и аКл между методом ЛБ 
и ИФА тест-системами ПР1 и ПР2, а также встре-
чаемость спектра 10 разновидностей АФА в груп-
пах пациентов с клиническими проявлениями 
АФС, измеренных с помощью ЛБ.

Сходимость ИФА тест-систем ПР1, ПР2 и ПР3 
для детекции aβ2GP1 составила 75%, для детек-
ции аКЛ – 84% соответственно. Большинство 
АФА при использовании ИФА тест-систем и ме-
тода ЛБ в нашем исследовании были обнаруже-
ны в низком титре. При оценке встречаемости 
АФА вне зависимости от титра мы не выявили 
преимуществ метода ЛБ по сравнению с мето-
дом ИФА. Но при анализе частоты средних и вы-
соких титров новый метод показал достоверно 
более высокую чувствительность для детекции 
маркера АФС – аКл. Это позволяет избавиться 
от значительного числа низкоположительных 
неспеци фических реакций АФА, которые могут 
быть обусловлены транзиторными непатоген-
ными антителами. Значимость выявления АФА 
в средних и высоких титрах, их выраженная связь 
с клиническими проявлениями была описана ря-
дом авторов и включена в международные крите-
рии АФС [15, 16].

Важность оценки спектра АФА для определе-
ния риска клинических проявлений подчеркива-
ется исследованиями Pengo и соавт. (2005). При 
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проспективном анализе когорты больных АФС 
было установлено, что одновременное выявле-
ние нескольких разновидностей АФА позволяет 
установить риск развития тромбоэмболических 
событий и патологии беременности [22, 23]. 
Пациенты, у которых одновременно детектиру-
ются аКл и аβ2GP1 и ВАК в среднем или высо-
ком титре, состоят в группе наиболее высокого 
риска развития клинических проявлений АФС. 
Основываясь на этом наблюдении, для диа-
гностики АФС и стратификации риска разви-
тия осложнений Otomo и соавт. [21] разработа-
ли диагностический комплекс, включающий 5 
коагуляционных тестов для детекции ВАК и 6 
ИФА тестов (аКл класса IgG/IgM, аβ2GP1 клас-
са IgG/IgM, фосфатидилсерин-зависимые аПр 
класса IgG/ IgM) [21]. Позже была создана шка-
ла для стратификации риска АФС GAPSS [26], 
включающая, помимо лабораторных маркеров, 
демографические и клинические показатели. 
В связи с этим важным преимуществом мето-
да ЛБ является единовременная детекция аКл, 

аβ2GP1, аФх, аФэм, аФг, аФэл, аФс, аФк, аАн V 
и аПр классов IgG и IgМ. Мы оценили встреча-
емость одного, двух, трех и более АФА в общей 
когорте пациентов, обследованных с помощью 
метода ЛБ. В нашем исследовании у 19% паци-
ентов обнаружен только один маркер АФС, два 
и более маркера – в 21% случаев. Таким образом, 
можно выделить значительное количество случа-
ев, при котором АФС подтверждается нескольки-
ми серологическими биомаркерами. В проведен-
ной работе нам не удалось выявить взаимосвязи 
между клинической картиной и встречаемостью 
одного, двух, трех и более АФА у обследованных 
нами пациентов, что может быть обусловлено не-
большим размером группы и коротким временем 
наблюдения.

Таким образом, метод мультиплексного 
лайн-блоттинга показывает более высокую чув-
ствительность при детекции средних и высоких 
титров АФА, а также позволяет выявить пациен-
тов с множественной серологической позитив-
ностью.
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