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ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИНУКЛЕАРНЫХ
АНТИТЕЛ МЕТОДОМ ИММУНОБЛОТТИНГА 
ДЛЯ УТОЧНЕНИЯ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ ПАЦИЕНТОВ
С СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ
И СИНДРОМОМ ШЕГРЕНА

Целью исследования было изучение иммунологической характеристики пациентов с системной красной волчанкой (СКВ) и синдромом 
Шегрена (СШ) путем определения антинуклеарных антител методом иммуноблоттинга. В группах пациентов с СКВ и СШ достоверно чаще 
наблюдались анти-SS-A native, антитела к гистонам достоверно чаще выявлялись в группе пациентов с СКВ. Наиболее специфичными 
тестами для диагностики СКВ являются антитела к антигенам RNP/Sm, SS-A native, антитела к гистонам, для СШ - анти-SS-A native, анти-
Ro-52 recombinant, анти-RIB. С помощью дополнительных методов статистического анализа подтверждены рассчитанные чувствитель-
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ность и специфичность определения анти-SS-A native для диагностики СКВ и анти-Ro-52 
– для СШ.

Ключевые слова: системная красная волчанка, синдром Шегрена, иммуноблоттинг, 
антинуклеарные антитела.

The aim of the study was to study the immunological characteristics of patients with system-
ic lupus erythematosus and Sjögren's syndrome by determining antinuclear antibodies using 
immunoblotting. In the groups of patients with SLE and SS, anti-SS-A native was observed sig-
nificantly more often. Antibodies to histones were significantly more often detected in the group 
of patients with SLE. The most specific tests for diagnosing SLE are antibodies to the antigens 
RNP/Sm, SS-Anative, antibodies to histones, for SS - anti-SS-Anative, anti-Ro-52 recombinant, 
anti-RIB. Using additional methods of statistical analysis, the calculated sensitivity and specificity 
of anti-SS-Anative for diagnosing SLE and anti-Ro-52 for SS were confirmed.

Keywords: systemic lupus erythematosus, Sjögren's syndrome, immunoblotting, antinuclear 
antibodies.
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Введение. Ревматические забо-
левания являются огромным эконо-
мико-социальным бременем и, по 
рекомендации ВОЗ, изучение их рас-
пространенности, заболеваемости, 
смертности и профилактики должно 
быть составной частью национальных 
программ сохранения здоровья на-
селения и основой планирования ме-
дицинской помощи [1]. Патогенез рев-
матических заболеваний основан на 
взаимодействии средовых и генетиче-
ских факторов. Наиболее изученными 
генетическими факторами являются 
человеческие лейкоцитарные антиге-
ны (HLA), специфические гаплотипы 
которых достоверно ассоциируются 
с конкретным диагнозом. Так, гапло-
типы HLA-DRB1*03:01 и *15:01 явля-
ются генетическими факторами риска 
системной красной волчанки (СКВ) 
в европейской популяции, а PTPN22 
встречается не только при СКВ, но и 
при других ревматических заболевани-
ях, в частности при ревматоидном ар-
трите (РА) [8]. Системные ревматиче-
ские заболевания имеют гетерогенный 
клинический фенотип, что затрудняет 
их клиническую диагностику и требует 
активного использования лаборатор-
ных и инструментальных методов ис-
следования. Эксперты подчеркивают 
необходимость ранней диагностики 
СКВ, но недавние исследования под-
тверждают, что пациенты с СКВ по-
прежнему сталкиваются с поздней 
диагностикой заболевания (в среднем 
2 года от появления симптомов) [4].

Преимуществами лабораторных 
методов исследования являются объ-
ективность получаемых данных о ха-
рактере иммунопатологического про-
цесса и аутоиммунных заболеваниях, 
возможность их использования для 
диагностики, оценки активности болез-
ни, определения прогноза, выявления 
поражения отдельных органов, выбора 
метода лечения и мониторинга эффек-
тивности проводимой терапии [2, 9].

Основой диагностики нозологиче-
ского диагноза системных ревмато-
логических заболеваний являются 
иммунологические исследования. Им-
мунофлюоресцентное определение 
антинуклеарных антител (АНА) – это 
стандарт лабораторного обследова-
ния больных с системными ревмато-
логическими заболеваниями. АНА это 
класс антител, которые связываются 
с клеточными компонентами в ядрах, 
ДНК, РНК и комплексами нуклеино-
вых кислот с белками [9]. Традицион-
ными методами исследования АНА 
являются скрининговые методы, оце-
нивающие наличие АНА в сыворотке 

крови, без уточнения специфики (ме-
тод непрямой иммунофлюоресценции 
на срезах тканей крыс или мышей). В 
последние годы появились новые ме-
тоды, позволяющие определить тип 
АНА, имеющийся у пациента. К ним от-
носят метод ИФА, используемый для 
определения большого количества ау-
тоантител, требующий одномоментно-
го применения нескольких тест-систем 
(до 20) [1, 5].

Одним из наиболее распространён-
ных методов является определение 
всего профиля АНА одномоментно с 
помощью иммуноблоттинга. Этот ме-
тод позволяет выявлять антитела к 
аутоантигенам: Sm, RNP/Sm, SS-A(60 
kДа), SS-A(52 кДа), SS-B, Scl-70, PM-
Scl, PCNA, CENT-B, dsDNA/Histone/
Nucleosome, RibP, AMA-M2 и Jo-1. Счи-
тается, что метод можно использовать 
для скрининга ANA [10], однако цен-
ность данного метода изучена недо-
статочно и требует уточнения.

Цель исследования: изучить им-
мунологическую характеристику паци-
ентов с системной красной волчанкой 
и синдромом Шегрена путем опреде-
ления антинуклеарных антител мето-
дом иммуноблоттинга.

Материалы и методы. Исследова-
ние проводилось на базе ФГБНУ «НИИ 
клинической и экспериментальной 
ревматологии им. А.Б. Зборовского», 
г. Волгоград. Под нашим наблюдени-
ем находилось 69 пациентов, средний 

возраст которых составил 38,9 года 
[23,2-62,9], из них 63 (91,30%) женщи-
ны и 6 (8,69%) мужчин. ИМТ составил 
27,3 кг/м2 [21,8-49,2]. Критерии вклю-
чения: возраст от 18 до 70 лет, нали-
чие достоверного диагноза.

Для изучения диагностической 
ценности определения профиля АНА 
больные были разделены на 3 группы: 
1-я – 15 пациентов (14 (93,3%) жен-
щин, 1 (6,7%) мужчина) с системной 
красной волчанкой, 2-я – 21 больной 
(19 (90%) женщин и 2 (10%) мужчи-
ны) с болезнью и синдромом Шегрена 
(СШ), 3-я (контрольная) группа – 33 
пациента (30 (91%) женщин и 3 (9%) 
мужчины) с остеоартритом. Все груп-
пы были сопоставимы между собой по 
полу и возрасту.

Диагнозы ставились на основании 
общепринятых клинических рекомен-
даций [3, 6, 7].

При выполнении работы был ис-
пользован набор реагентов для опре-
деления антител IgG к ядерным ан-
тигенам методом иммуноблоттинга 
(EUROLINEANAProfile 3 (IgG), кат № 
DL 1590-1601-3), с помощью которого 
определялись следующие виды анти-
тел: 

• RNP - антитела к белковым 
компонентам малого ядерного нуклео-
тида U-1-РНК; 

• Sm - антитела к U1-, U2-, U4-
рибонуклеопротеинам;

• SS-A native- антитела к бел-

Частота выявления антинуклеарных антител при ревматических заболеваниях, % 

Антитело

Группа пациентов согласно
основному диагнозу Достоверность,

F-exact; p1-я с СКВ 
(n=15)

2-я с СШ 
(n=21)

3-я с остеоартрозом 
(n=33)

RNP/Sm 5(30) 0(0) 0(0) 13,2; p<0,0001
Sm 5(30) 6(28,6) 0(0) 14,0; p=0,001

SS-A native 8(53,3) 11(52,4) 0(0) 28,19; p<0,0001
Ro-52 recombinant 2(13,33) 12(57,1) 0(0) 25,81; p<0,0001

SS-B 2(13,33) 4(19,0) 0(0) 6,88; p=0,017
Scl-70 0(0) 0(0) 0(0) -

PM-Scl100 0(0) 2(9,52) 0(0) 3,28; p=0,134
Jo-1 0(0) 3(14,3) 0(0) 5,02; p=0,034

Centromere B 0(0) 0(0) 0(0) -
PCNA 0(0) 0(0) 0(0) -
dsDNA 5(30) 6(28,6) 0 13,97; p=0,001

Nucleosomes(NUC) 3(20) 2(9,52) 0(0) 6,24; p=0,025
HI 5(30) 0(0) 0(0) 13,16; p<0,0001

Ribosomal-P-protein
(RIB) 0(0) 6(28,6) 0(0) 11,78; p<0,0001

AMA-M2 0(0) 0(0) 0(0) -

Таблица 1
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кам, связанным с РНК Y1-Y5 в сплай-
сосомах;

• Ro-52 recombinant– антитела 
к рекомбинантному антигену (белок 52 
кДа);

• SS-B- антитела к белку, свя-
занному с РНК-полимеразой-3 

• Scl-70 - антитела к ДНК-
топоизомеразе 1;

• PM-Scl100 – антитела к ре-
комбинантному антигену PM-Scl; 

• Jo-1 - антитела к гистидин-
тРНК-синтетазе,

• CENPB-антицентромерные 
антитела B; 

• PCNA - антитела к ядерному 
антигену пролиферирующих клеток ,

• dsDNA- антитела к двухцепо-
чечной ДНК, 

• NUC – антитела к нуклеосо-
мам, 

• HI – антитела к гистонам, 
• RIB – антитела к рибосомаль-

ному белку Р, 
• AMA-M2 -антимитохондриаль-

ные антитела.
Статистические расчёты произво-

дились с использованием программы 
STATISTICA 10.0. Пороговое значение 
в точке cut-off для выявлений СКВ и 
СШ определялось по определению 
точки наибольшего значения пересе-
чения чувствительности и специфич-
ности.

Результаты и обсуждение. Мы 
исследовали частоту выявления АНА 
при ревматических заболеваниях.

Из табл. 1 видно, что аутоантитела 
к экстрагируемым ядерным антиге-
нам RNP/Sm, которые считаются тра-
диционным критерием диагностики 
СКВ, были выявлены у 30% пациентов 
с СКВ. Антитела Sm к U1-, U2-, U4-
рибонуклеопротеинам определялись 
у пациентов с СКВ и СШ. В 1-й и 2-й 
группах достоверно чаще определя-
лись анти-SS-A native (53,3 и 57,1% 
соответственно). У половины пациен-
тов с СШ выявлялись рекомбинантные 
анти-Ro-52. Статистически чаще по 
сравнению с 3-й группой у пациентов 
с СШ выявлялись анти-SS-B. У 3 паци-
енток с СКВ и 2 – с болезнью Шегрена 
выявлены анти-NUC.Анти-HI выявля-
лись достоверно чаще (30%) в группе 
пациентов с СКВ.

Далее мы определили чувствитель-
ность и специфичность лабораторных 
тестов при СКВ и СШ, что позволило 
выявить наиболее оптимальный ме-
тод, максимально подходящий для 
диагностики конкретной нозологии. 
Чувствительность теста определяется 
по формуле, которая показывает долю 
достоверных диагностических показа-

Таблица 2

Чувствительность и специфичность тестов на антитела, %

Антитело СКВ СШ
Чувствительность Специфичность Чувствительность Специфичность

RNP/Sm 30 100 0 94
Sm 30 91 28,6 92
SS-A native 53,3 82 52,4 86
Ro-52 
recombinant 13,3 82 57,1 96

SS-B 13,3 94 19,0 97
Scl-70 - 100 - 100
PM-Scl100 - 97 9,52 100
Jo-1 0,0 96 14,3 100
CENP B - 100 - 100
PCNA - 100 - 100
dsDNA 30 91 28,6 92
NUC 20 97 9,52 95
HI 30 100 28,6 93
RIB - 91 28,6 100
AMA-M2 - 100 - 100

а

б

Roc-кривая, характеризующая диагностическую ценность определения анти-SS-A при СКВ 
(а) и анти- Ro-52 при СШ (б)
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телей пациентов с данным заболева-
нием. Специфичность определяется 
процентным содержанием достоверно 
отрицательных показателей среди за-
ведомо здоровых лиц (табл. 2).

Наиболее чувствительным анти-
телом для диагностики СКВ оказа-
лось SS-A native (53,3%) при высоком 
уровне специфичности (82%). Не-
сколько менее чувствительными были 
анти-RNP/SM, анти-Sm, анти-dsDNA и 
анти-HI (30%), с уровнем специфично-
сти 91% для анти-dsDNA и анти-Sm и 
100% для анти-RNP/Sm и анти-HI.

Наиболее информативными диа-
гностическими тестами при болезни 
и синдроме Шегрена оказались анти-
Ro-52 recombinant (чувствительность 
57,1%, специфичность 96%) и анти-
SS-A native (чувствительность 52,4%, 
специфичность 86%). Несколько ме-
нее чувствительными (28,6%) были 
анти-Sm (специфичность 92%), анти-
dsDNA (специфичность 92%) и анти-
RIB (специфичность 100,0%). Чувстви-
тельность менее 20% показали анти-
SS-B, PM-Scl100, Jo-1 и NUC.

На основании полученных данных 
можно сделать вывод, что изучаемые 
в данной работе лабораторные тесты 
высокоспецифичны, что позволяет из-
бежать гипердиагностики аутоиммун-
ных заболеваний и лишнего назначе-
ния лекарственной терапии. При этом 
данные тесты можно охарактеризо-
вать как низкочувствительные, в связи 
с чем для диагностики аутоиммунных 
заболеваний следует использовать 
классификационные критерии, раз-
работанные международным сообще-
ством и одобренные ассоциацией рев-
матологов России.

С помощью метода анализа ROC-
кривых была построена модель, харак-
теризующая вероятность наличия СКВ 
(рисунок, а) и СШ (рисунок, б) от зна-
чений анти-SS-A native и анти-Ro-52 
соответственно, в связи с их наиболее 
высокими специфичностью и чувстви-

тельностью относительно других анти-
тел.

Согласно табл. 3, лабораторный 
тест анти-SS-A при СКВ обладает хо-
рошим качеством (площадь под ROC-
кривой – 0,66). Нами было определено 
пороговое значение cut-off со спец-
ифичностью 79,6% и чувствительно-
стью 53,3%.

Лабораторный тест анти-Ro-52 при 
СШ также обладает хорошим каче-
ством, что подтверждает значение 
площади под ROC-кривой (>0,7). Опти-
мальное значение cut-off соответство-
вало 99,6% специфичности и 57,1% 
чувствительности.

Таким образом, с использованием 
дополнительных методов статистиче-
ского анализа мы смогли подтвердить 
рассчитанные ранее чувствительность 
и специфичность определения анти-
SS-Anative для диагностики СКВ и 
анти-Ro-52 – для СШ.

Выводы. В нашем исследовании 
методом иммуноблоттинга были из-
учены основные маркёры аутоим-
мунных заболеваний соединительной 
ткани. 

В группах пациентов с СКВ и СШ 
достоверно чаще наблюдались анти-
SS-A native (53,3 и 52,4% соответ-
ственно). Антитела к гистонам досто-
верно чаще выявлялись с частотой 
30% в группе пациентов с СКВ. Можно 
предположить, что экстрагируемые 
ядерные антигены имеют наибольшее 
диагностическое значение при СКВ, 
антитела к антигенам SS-A и Ro-52 
- при СКВ и болезни (синдроме) Ше-
грена, а антинуклеарные антитела к 
гистонам более характерны для паци-
ентов с СКВ.

Изученные лабораторные тесты, 
как правило, обладали высокой специ-
фичностью, но достаточно малой чув-
ствительностью. Наиболее специфич-
ными тестами для диагностики СКВ 
являются антитела к антигенам RNP/
Sm, SS-A native, антитела к гистонам, 

для СШ - анти-SS-A native, анти-Ro-52 
recombinant, анти-RIB. 

Таким образом, данные тесты опти-
мально использовать для подтверж-
дения конкретного нозологического 
диагноза у пациента с уже выявлен-
ным ревматологическим заболевани-
ем, однако для скрининговых иссле-
дований с целью выявления ревма-
тологической патологии в популяции 
данные тесты использовать нерацио-
нально.
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Основные описательные характеристики ROC-кривой,
характеризующей диагностическую ценность определения анти-SS-A

при СКВ и анти- Ro-52 при СШ

Анти-SS-A при СКВ Анти- Ro-52 при СШ
Площадь под ROC-кривой 0,665 0,765
Стандартная ошибка 0,084 0,071
Доверительный интервал 0,499 - 0,830 0,65 - 0,905

Таблица 3


