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С овременную медицину невозможно представить
без лабораторной диагностики. Почти во всех кли-

нических рекомендациях фигурируют те или иные ла-
бораторные исследования. За последние несколько де-
сятилетий благодаря прорывным открытиям в области
биофизики, биохимии, иммунологии появилось много
современных лабораторных технологий, которые ак-
тивно применяются в практическом здравоохранении.
Самой популярной методикой в клинической лабора-
торной диагностике можно считать иммунофермент-
ный анализ (ИФА). Его используют для диагностики
инфекционных, эндокринных, кардиоваскулярных, он-
кологических, аллергических, аутоиммунных заболева-
ний, иммунодефицитных состояний, оценки поствак-
цинального иммунитета, исследования уровня различ-
ных биологических веществ и лекарственных препара-
тов в крови и других биологических материалах, в ряде
случаев – для оценки эффективности проводимой тера-
пии или мониторинга течения патологического про-
цесса [1]. При многих биохимических исследованиях
применяется именно этот метод. Значение ИФА можно
сравнить с такими достижениями биологической и ме-
дицинской науки, как открытие антибиотиков и рас-
шифровка структуры ДНК [2].

К достоинствам ИФА следует отнести:
• высокую чувствительность и специфичность (можно

определять пикограммовые количества анализируе-
мого соединения);

• возможность использования минимального объема
исследуемого материала (от нескольких микролит-
ров)

• достаточно высокую стабильность всех реактивов
при хранении;

• простоту выполнения анализа; 
• инструментальный учет результатов, исключающий

субъективный фактор;
• стандартизацию и возможность автоматизации всех

этапов реакции;
• широкий спектр готовых наборов отечественного и

импортного производства;
• относительно низкую стоимость наборов.
ИФА появился в конце 1960-х годов, когда был разра-

ботан способ, позволяющий ковалентно связывать ан-
титела (АТ) с ферментами (пероксидазой хрена, β-га-
лактозидазой или щелочной фосфатазой). Сначала его
использовали для идентификации антигена (АГ) при
иммуногистохимических исследованиях. Затем мето-
дику усовершенствовали и стали применять для опре-
деления различных АГ и АТ в биологических жидко-
стях [3, 4]. С этого времени она активно развивалась,
адаптировалась к запросам клиницистов и в настоящее
время считается рутинной. Большую часть процедуры
анализа выполняет средний медицинский персонал, а
врач клинической лабораторной диагностики должен
контролировать правильность выполнения анализа,
проводить внутрилабораторный и внешний контроль
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качества исследований, внедрять новые виды исследо-
ваний, давать заключения по результатам анализа и,
конечно, тесно контактировать с клиницистами, обсуж-
дая сложные случаи и разбирая причины несовпадения
данных ИФА с результатами других клинико-лабора-
торных и инструментальных исследований.

В основе данного метода лежит высокоспецифичная
иммунологическая реакция АГ с соответствующим АТ,
в результате чего образуется иммунный комплекс (ИК),
для выявления которого используют антивидовые ан-
титела (антитела против исследуемого АГ или АТ чело-
века или животного, с биологическим материалом ко-
торого работают), конъюгированные с ферментом (их
еще называют «меченые антитела», «детектирующие
антитела» или просто «конъюгат»). Кроме того, в реак-
ции используется хромогенный субстрат (обычно тет-
раметилбензидин или ортофенилин-диаминдигидро-
хлорид). Исходно субстрат бесцветный, но после его
взаимодействия с ферментом происходит окрашивание
продуктов реакции (рис. 1). Для остановки реакции ис-
пользуют соляную, серную или фосфорную кислоту.
Интенсивность окрашивания оценивают фотометриче-
ски (по величине оптической плотности – ОП) [5].

Создание тест-системы для ИФА – это очень непро-
стой многоэтапный процесс. Например, у всех микро-
организмов имеется большое количество АГ, у каждого
АГ может быть насколько разных эпитопов, поэтому
очень важно выбрать правильный объект для создания
иммуносорбента: с одной стороны, к данному эпитопу
должны вырабатываться высокоаффинные антитела, а
с другой стороны, должна сохраняться видоспецифич-
ность, чтобы не было перекрестных реакций с АГ дру-
гих микроорганизмов. Раньше использовали нативные
АГ, затем – модифицированные, сейчас – рекомби-
нантные, что позволило существенно повысить чув-
ствительность и специфичность анализа. Большое
значение имеет способ очистки, так как от этого тоже
зависит, будут ли перекрестные реакции, но при этом
очистка не должна отрицательно влиять на физико-хи-
мические свойства АГ. 

Не менее важным компонентом ИФА являются АТ. 
В настоящее время используют моноклональные АТ,

которые получают на гибридомах. Они, как правило,
являются высокоаффинными и прочно связываются с
АГ. При низкой аффинности образовавшиеся ИК будут
нестабильными, связанный АГ будет удаляться при от-
мывке, что приведет к низким или ложноотрицатель-
ным результатам.

Самый сложный компонент в ИФА – это конъюгат.
Очень большое значение имеет иммунохимия. Необхо-
димо подбирать такой метод, чтобы оба компонента –
фермент и АГ или АТ сохранили свою биологическую
активность, т.е. фермент – связываться с субстратом, а
АГ ил АТ – образовывать ИК. При это фермент должен
быть прочно «пришит» к АГ или АТ. Стабильность кон-
ъюгата критически важна при проведении реакции и
определяет точность полученных результатов.

Существует много модификаций ИФА, но наиболь-
шее распространение получил твердофазный (гетеро-
генный) ИФА в микропланшетном формате [4, 5]. Твер-
дой фазой является поверхность лунок полистироло-
вого микропланшета, на которые адсорбируют АГ или
АТ. АГ или АТ, иммобилизованное на твердой фазе, на-
зывают иммуносорбентом. Если стоит задача опреде-
лить наличие АТ, то на твердой фазе сорбируют АГ и
наоборот. ИК, которые образуются в ходе реакции,
фиксируются на твердой фазе. При этом варианте ИФА
проще удалять субстанции, не участвующие в реакции,
а также избыточное количество реагентов. Твердофаз-
ный ИФА получил название ELIZA (Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay) [6].

Рис. 1. Основной принцип ИФА.
Fig. 1. The basic principle of ELISA

Для выявления антигенов

АГ

Рис. 2. Неконкурентный ИФА («сэндвич»-метод).
Fig. 2. Noncompetitive (sandwich) ELISA

Рис. 3. Конкурентный ИФА.
Fig. 3. Competitive ELISA.
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По механизму реакции выделяют неконкурентный
твердофазный ИФА и конкурентный твердофазный
ИФА. Одним из вариантов неконкурентного ИФА яв-
ляется так называемый сэндвич-метод, применяю-
щийся для идентификации АГ (рис. 2). Его принцип за-
ключается в следующем. На поверхность твердой фазы
сорбируют моноклональные АТ, которые распознают
один из эпитопов АГ. В процессе инкубации АГ связы-
ваются с этими АТ, и на поверхности твердой фазы об-
разуются ИК. После отмывки от несвязавшихся белов в
лунки вносят следующий реагент, который представ-
ляет собой моноклональные АТ против другого эпитопа
АГ, конъюгированные с ферментом. В результате обра-
зуется тройной комплекс («сэндвич»), в котором АГ
оказывается «зажат» между АТ иммуносорбента и АТ
конъюгата. Далее опять следует отмывка от несвязав-
шихся компонентов, а затем добавляют бесцветный
субстратно-хромогенный реагент, который при взаимо-
действии с ферментом превращается в окрашенный
продукт реакции [5]. Благодаря такому бивалентному
связыванию АГ в результате реакции образуются проч-
ные циклические ИК, поэтому чувствительность и спе-
цифичность сэндвич-метода по сравнению с другими
вариантами неконкурентного твердофазного ИФА
значительно выше [7]. При неконкурентном варианте
ИФА интенсивность окраски и, соответственно, ве-
личина ОП исследуемого образца прямо пропорцио-
нальна количеству анализируемого соединения.

Принцип конкурентного ИФА заключается в том, что
исследуемые АГ или АТ, содержащиеся в образце био-
материала, конкурируют с аналогичными мечеными
АГ ил АТ конъюгата за место связывания с иммуносор-
бентом (рис. 3). В этом случае на 1-м этапе в лунку одно-
временно вносят и биоматериал, и конъюгат. Во время
инкубации АТ образца и АТ конъюгата связываются с
иммуносорбентом и образуют ИК двух видов: содержа-
щие ферментную метку (меченые) и не содержащие
(немеченые). Чем больше АТ содержится в образце, тем
меньше будет меченых ИК. Далее следует отмывка, в
ходе которой удаляется несвязанный конъюгат. После-
дующие этапы – такие же, как и в предыдущем вари-
анте (инкубация с субстратом, остановка реакции стоп-
раствором и считывание ОП на фотометре) [5, 8]. При
конкурентном варианте ИФА концентрация определяе-
мого аналита обратно пропорциональна ОП.

Таким образом, различие между этими двумя видами
ИФА заключаются в том, что при конкурентном методе
на 1-й стадии в реакции одновременно участвуют и ана-
лизируемое соединение ( т.е. АГ или АТ), и конъюгат, и
они конкурируют за места связывания с иммуносорбен-
том. При неконкурентном методе на 1-й стадии присут-
ствует только анализируемое соединение, а конъюгат
добавляют на следующем этапе.

Несмотря на то что с помощью ИФА можно опреде-
лять очень малое количество анализируемого соедине-
ния (10-6–10-9 ммоль/л), все же существует предел чув-
ствительности, связанный с интенсивностью сигнала.
Кроме того, в силу различных биохимических причин

не всегда удается соединить ферментную метку с АГ
или АТ без существенного снижения степени прочности
их связывания. Для преодоления данных проблем ис-
пользуют разные пути. Один – использование стрепта-
видина и биотина. Стрептавидин – это белок, продуци-
руемый грибами Streptomyces avidinii. Он способен свя-
зать 4 молекулы биотина. Если соединить детектирую-
щие антитела, которые входят в состав конъюгата, с
биотином, а стрептавидин – с ферментной меткой, то
интенсивность сигнала повысится. Второй путь – ис-
пользование не ферментных, а других меток (флюорес-
центных, хемилюминисцентных), которые генерируют
более сильный сигнал. Однако эти технологии яв-
ляются «закрытыми» (т.е. к автоматическому анализа-
тору не подходят реагенты других производителей), бо-
лее дорогими, и спектр определяемых показателей у
них достаточно узкий [5].

Результаты ИФА можно получить в трех вариантах:
количественном, полуколичественном и качественном.

Результаты качественного анализа получают при
сравнении ОП исследуемого образца с расчетной ве-
личиной критической ОП. Кроме этого термина, часто
употребляют другие названия – «cut-off» или «порого-
вое значение ОП». Формула для расчета критической
величины ОП приводится в инструкции к тест-системе.
В расчете также участвуют ОП положительного и отри-
цательного контрольных образцов, которые входят в
состав набора реагентов. Если ОП анализируемой
пробы больше критической величины ОП, она счита-
ется положительной, если меньше – отрицательной.
Существует так называемая «серая зона». Это диапазон
концентраций определяемого АТ или АГ, в которую с
равной степенью вероятности могут попадать как поло-
жительные, так и отрицательные пробы. Границы «се-
рой зоны» также должны быть указаны в инструкции.
Обычно это ±10% от пороговой величины. Если резуль-
тат анализа попал в «серую зону», его нельзя одно-
значно интерпретировать. В таких случаях рекоменду-
ется повторить исследование с новым образцом биома-
териала, полученного через 2–3 нед, или повторить ис-
следование на другой, более чувствительной тест-си-
стеме (подтверждающий тест). В частности, проблема
интерпретации результатов низкопозитивных образ-
цов весьма актуальна при скрининговых исследованиях
на Hbs АГ [9].

Достаточно часто встречаются полуколичественные
варианты ИФА. При этом результаты рассчитывают как
соотношение между средней ОП образца и ОП cut-off. 
В бланке с результатами обычно указывают такие еди-
ницы измерения как «ОЕ» («единицы оптической
плотности»), «КП» («коэффициент позитивности»),
«у.е.» («условные единицы») и др. Для каждой тест-си-
стемы разрабатываются индивидуальные показатели
для учета результатов, показатели нормы и патологии
(«референтные значения»). Это нужно учитывать при
оценке результатов каждого конкретного исследова-
ния. Некорректно интерпретировать результаты одной
лаборатории по «референтным значениям» другой ла-
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боратории. Тем более не следует сравнивать резуль-
таты, полученные в разных лабораториях и на реакти-
вах разных производителей.

Типичная ошибка, которую допускают многие клини-
цисты, – принимать полуколичественные результаты
за количественные (т.е. за реальную концентрацию ис-
следуемого соединения). Особенно часто встречается
неправильная интерпретация результатов определения
АТ к герпесвирусам, возбудителям инфекций, передаю-
щихся половым путем, лямблиям и другим паразитам,
а также при мониторинге их уровня, когда хотят оце-
нить эффективность лечения [10, 11]. На самом деле,
это всего лишь коэффициенты, и прямой зависимости
их величины от концентрации аналита нет. Поэтому на
основании данных исследований можно констатиро-
вать наличие или отсутствие АГ или АТ и лишь прибли-
зительно оценить динамику их выработки. Особенно
остро проблема низкой сходимости результатов воз-
никла во время пандемии SARS-CoV-2 [12]. Тем не ме-
нее следует признать, что ИФА до сих пор остается ос-
новным скрининговым методом диагностики таких ин-
фекций, как токсокароз, токсоплазмоз, трихинеллез
[13]. Да и при многих вирусных инфекциях, когда по
тем или иным причинам прямые методы лабораторной
диагностики (методы амплификации нуклеиновых
кислот и др.) не применяются или малоинформативны,
серологические методы могут помочь врачу в диагно-
стическом поиске [1, 14].

Количественные методы предусматривают наличие в
наборе для ИФА калибраторов – реагентов с известной
концентрацией исследуемого аналита. После заверше-
ния исследования на основании определения ОП ка-
либраторов строится калибровочная кривая, с ней
сравнивается ОП образцов биоматериала и вычис-
ляется содержание в них аналита. В отличие от полуко-
личественного метода результаты выражаются как
мг/дл, нг/мл, ЕД/мл, МЕ/мл и т.д. Количественные ме-
тоды позволяют оценить, много или мало исследуемого
соединения содержится в образце при сравнении с ре-
ференсными интервалами для данного показателя, а
также проводить мониторинг, сопоставлять резуль-
таты, полученные в разных лабораториях. 

При разработке тест-систем производители могут ис-
пользовать АТ против разных эпитопов одного и того
же АГ, а также применять свой внутренний стандарт
для калибровки. Это также затрудняет сравнение коли-
чественных результатов, полученных на разных диаг-
ностических наборах. Поэтому в настоящее время для
многих анализируемых соединений используют Меж-
дународные стандарты ВОЗ, по которым калибруются
тест-системы. Один из последних примеров – Первый
международный стандарт ВОЗ для АТ к SARS-CoV-2
NIBSC 20/13b, принятый в декабре 2020 г., который
позволил привести к единому знаменателю многочис-
ленные наборы для определения АТ против различных
антигенов этого возбудителя. Результаты выражаются в
единицах связывающих антител (Binding Antibody
Units) – BAU/ml. И хотя до сих пор не удалось прийти к

консенсусу, какое количество АТ является защитным,
это позволило не только стандартизировать серологи-
ческие исследования, но и проводить эффективную
оценку поствакцинального иммунитета [15]. 

Как и при любом другом лабораторном методе, при
проведении ИФА могут встречаться ложноположитель-
ные и ложноотрицательные результаты. Например,
при определении АТ к различным микроорганизмам с
иммуносорбентом может связываться ревматоидный
фактор, который представляет собой иммуноглобулин
М против собственных иммуноглобулинов G человека.
Хорошо известно, что ревматоидный фактор образу-
ется не только при системных ревматических заболева-
ниях. В низких титрах он встречается при многих ин-
фекционно-воспалительных процессах и даже у прак-
тически здоровых лиц, особенно у пожилых [16]. Лож-
ноположительные результаты могут также возникать
из-за АТ, которые иногда вырабатываются при лечении
некоторыми лекарственными препаратами или из-за
поликлональной активации В-лимфоцитов, когда син-
тезируются низкоаффинные АТ к различным возбуди-
телям [17]. Причиной ложноотрицательных результа-
тов ИФА при определении АТ бывают различные имму-
нодефицитные состояния (первичные иммунодефи-
циты с нарушением продукции антител, ВИЧ-инфек-
ция, онкологические заболевания, прием кортикосте-
роидов, иммунодепрессантов, анти-В-клеточная тера-
пия моноклональными антителами). Кроме того, лож-
ноотрицательные результаты могут быть обусловлены
техническими ошибками в процедуре анализа или низ-
кой чувствительностью тест-системы.

Крайне актуальный вопрос – контроль качества лабо-
раторных исследований. Чем сложнее методика, тем
больше факторов, влияющих на конечный результат.
Ошибки могут возникать на разных этапах анализа. Но,
как показывает практика, более половины всех ошибок
совершаются на преаналитическом этапе, особенно до
того момента, как проба поступит в лабораторию [5].
Правильность оформления заявки, подготовка боль-
ного к исследованию, в ряде случаев – диета, прием ле-
карств, фаза менструального цикла, беременность, а
также техника забора крови и срок доставки проб в ла-
бораторию могут серьезно повлиять на результат ана-
лиза и в итоге привести к неверному диагнозу и тактике
лечения. Этими факторами нельзя пренебрегать, осо-
бенно если речь идет о жизнеугрожающих состояниях,
дифференциальной диагностике доброкачественных и
злокачественных новообразований, мониторинге тера-
пии. Казалось бы, такие несущественные обстоятель-
ства, как езда на велосипеде, употребление острой
пищи или алкоголя накануне лабораторного исследо-
вания способны искусственно завысить уровень про-
статспецифического антигена в сыворотке крови [1].
Если в стационарах и поликлиниках при нормально на-
лаженном взаимодействии между лабораторией и ле-
чебным звеном все эти условия в большей или меньшей
степени соблюдаются, проводится совместный поиск
причин ошибок, то в случае, когда пациент сдает ана-
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лиз в негосударственной лаборатории, нет никакой га-
рантии, что разнообразные нюансы преаналитического
этапа будут выполнены.

Обоснованность назначения лабораторных исследо-
ваний является не только одной из основных проблем
диагностики заболеваний, но и причиной увеличения
финансовых затрат на лечение. Нередко результаты
анализов так и остаются невостребованными. Напри-
мер, их назначили в день выписки больного из стацио-
нара, «для галочки». С другой стороны, у многих кли-
ницистов, в первую очередь начинающих, имеется тен-
денция к назначению большого количества анализов, в
том числе дорогостоящих, особенно если это позволяют

возможности лаборатории. Хотя нередко дополнитель-
ные исследования уже никак не влияют на диагности-
ческий поиск и тактику лечения. Можно надеяться, что
активное внедрение в практическую медицину клини-
ческих рекомендаций по различным нозологиям поз-
волит исправить ситуацию и ввести принцип разумной
достаточности. И конечно, тесное взаимодействие
лечащих врачей с врачами клинической лабораторной
диагностики является залогом успеха лечебно-диагно-
стического процесса.
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