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Аннотация

В обзоре рассматриваются современные методы диагностики: секвенирование по Сэнгеру и секве-
нирование нового поколения (NGS), полимеразная цепная реакция (ПЦР) и ее модификации в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ), иммуноферментный анализ (ИФА), высокоэффективная жидкостная хрома-
тография (ВЭЖХ) и разработанные на их основе диагностические тест-системы (ДТС). На примере 
распространенных хронических и инфекционных заболеваний обсуждаются основополагающие 
принципы и современные варианты методик с указанием их достоинств и ограничений для клини-
ческого применения. Анализируются существующие на сегодняшний день проблемы, препятствую-
щие широкому внедрению указанных методов диагностики в практику здравоохранения в России, 
а также направления их развития в ближайшем будущем.
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Abstract

The review covers modern diagnostic methods: Sanger sequencing and next-generation sequencing (NGS), 
polymerase chain reaction (PCR) and its modifications in real time (RT-PCR), enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA), high-performance liquid chromatography (HPLC) and diagnostic test systems (DTS) developed 
on their basis. Using common chronic and infectious diseases as an example, the fundamental principles and 
modern versions of these methods are discussed, indicating their advantages and limitations for clinical use. 
The current problems and factors hindering the widespread introduction of these diagnostic methods into 
healthcare practice in Russia, as well as directions of their development in the near future, are analyzed.
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Введение

Лабораторные исследования являются не-
отъемлемой частью диагностики различных 
физиологических и патологических процессов 
в организме человека. В настоящее время по об-
разцам крови или тканей, взятых из организма, 
оценивается более 3000 показателей, которые 
предоставляют свыше 80% всей объективной 
информации о состоянии здоровья пациента [1]. 
Методы лабораторной диагностики позволяют 
выявлять заболевания на ранней стадии, объ-
ективно оценивать эффективность проводи-
мой терапии и благодаря этому своевременно 
ее корректировать, а также определять груп-
пы пациентов, которые получат наибольшую 
пользу от применяемых методов терапии [1]. 
В последнее время особенно много внимания 
уделяется молекулярно-биологическим и моле-
кулярно-генетическим методам исследования.

Часто молекулярно-генетические методы 
применяются на заключительных этапах ди-
агностики, после клинического обследования 
пациента с проведением дорогостоящих и ком-
плексных биохимических, цитологических 
и других лабораторных исследований. Важно 
отметить: постановка точного диагноза особен-
но затруднена в случаях, когда недоступны ме-
тоды подтверждающей молекулярно-генетиче-
ской диагностики предполагаемой патологии. 
Чрезмерная или недостаточная диагностика 
тесно связана с ненужным или отсутствующим 
лечением, что наносит вред как пациентам, так 
и системе здравоохранения [2]. Таким образом, 
точная и своевременная диагностика приоб-
ретает решающее значение в лечении любого 
заболевания, а ее эффективность во многом за-
висит от правильного выбора диагностической 
тест-системы (ДТС), соответствующей состоя-
нию здоровья конкретного пациента [2]. Акту-
альность разработки и внедрения ДТС обуслов-
лена как клинической необходимостью точной 
и своевременной диагностики, так и ростом 
спроса на рынке медицинских изделий. Основ-
ным фактором роста рынка ДТС в России счи-
тается старение населения, сопровождающееся 
увеличением заболеваемости, вызванной хро-
ническими и инфекционными патологиями.

На российском рынке ДТС наблюдаются тен-
денции к расширению спектра услуг на неин-
вазивное пренатальное тестирование, секвени-
рование нового поколения (NGS) и жидкостную 
биопсию [3]. Самый существенный прирост 
наблюдается в областях молекулярной биоло-
гии, генетики, биохимии, гематологии, микро-
биологии, иммунодиагностики и проточной 
цитометрии. Стремительное развитие этих на-
правлений диагностики обусловлено открыти-

ем и клиническим применением прежде всего 
генетических технологий – полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) и ее модификаций, секве-
нирования по Сэнгеру, методов NGS, системы 
редактирования генов CRISPR, а также при-
менением иммуноферментного анализа (ИФА) 
в иммунологии и высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) в биохимии [3]. 
Развитие молекулярной диагностики сместило 
акцент здравоохранения с группового подхода 
на персонализированную медицину, изменив 
парадигму принятия решений: диагностика 
и терапия теперь адаптируются к индивиду-
альным потребностям и особенностям каждого 
пациента [4].

Поскольку к социально значимым заболева-
ниям человечества относятся инфекционные, 
генетические, метаболические и онкологиче-
ские патологии [5, 6], данный обзор посвящен 
анализу современного состояния примене-
ния таких диагностических методов, как NGS, 
ПЦР, ИФА и ВЭЖХ. Кроме того, рассматривают-
ся разработанные на их основе ДТС, включая 
основные принципы работы, преимущества 
и ограничения для клинического применения 
на примерах распространенных хронических 
и инфекционных заболеваний.

Анализ применения методов секвенирования 
и тест-систем на их основе для диагностики на-
следственных заболеваний

Стремительное развитие персонализирован-
ной медицины и генетики человека в послед-
ние десятилетия было обусловлено внедрени-
ем методов секвенирования по Сэнгеру и NGS. 
Для применения этих технологий к настояще-
му времени были разработаны уже три поколе-
ния секвенаторов. 

Первое поколение основано на методе секве-
нирования ДНК с использованием ингибиторов 
удлинения цепи и ее химической деградации, 
разработанном Фредериком Сэнгером в 1975 г. 
[7]. Эта технология использует специфические 
праймеры для синтеза комплементарной цепи 
ДНК с помощью ДНК-полимеразы. Удлинение 
цепи прерывается при включении радиоактив-
но меченных дидезоксинуклеотидов, в резуль-
тате чего образуется набор фрагментов разной 
длины, каждый из которых заканчивается 
определенным нуклеотидом. Затем при капил-
лярном электрофорезе проводится разделение 
этих фрагментов, различающихся на один ну-
клеотид, и с помощью авторадиографии опре-
деляется последовательность ДНК. Этот метод 
характеризуется высокой точностью и опти-
мальной длиной считывания, что позволило 
в 1990–2003 гг. провести секвенирование гено-
ма человека, содержащего около 3,2 млрд пар 
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оснований, в рамках международного проекта 
«Геном человека» [8]. Основным ограничением 
секвенирования по Сэнгеру является высокая 
стоимость, низкая производительность, слож-
ность и трудоемкость прочтения последова-
тельности длиннее 1000 пар нуклеотидов (п.н.). 
В связи с этим секвенаторы первого поколе-
ния используются для идентификации мута-
ций в определенных локусах интереса генома, 
прочтении коротких геномов вирусов и судеб-
но-медицинской экспертизе. 

Потребность в крупномасштабном прочте-
нии ДНК привела к созданию Сиднеем Брен-
нером и Сэмом Элетром в 1992 г. новых мето-
дов массового параллельного секвенирования 
(MPSS), получивших название NGS [9]. Прин-
цип работы MPSS основан на секвенировании 
транскриптов мРНК, что позволяет определять 
уровень экспрессии гена-мишени в отдельной 
клетке. Транскрипты преобразуются в кДНК, 
которая захватывается на шариках с прикре-
пленной ДНК-матрицей. Далее последователь-
ность определяется посредством гибридизации 
с флуоресцентно меченными зондами, считы-
вания сигнала и удаления меток для последую-
щего цикла. В результате этого алгоритма обра-
зуются последовательности длиной 17–20 п.н.,  
а уровень экспрессии гена оценивается по ко-
личеству транскриптов мРНК на 1 млн молекул 
ДНК. Технология MPSS не нуждается в пред-
варительном определении генов до начала 
секвенирования, а ее чувствительность до-
стигает нескольких молекул мРНК на клет-
ку. Вместе с тем данный метод очень сложен, 
и MPSS проводилась только в Lynx Therapeutics 
[9]. Основные этапы NGS: 1) подготовка образ-
цов; 2) создание библиотек; 3) амплификация 
ДНК; 4) секвенирование фрагментов ДНК;  
5) биоинформатический анализ данных.

Технология NGS характеризуется высокой 
производительностью, которая позволяет одно-
временно секвенировать миллиарды фрагмен-
тов ДНК или РНК за короткий промежуток вре-
мени, что снижает стоимость и время прочтения 
последовательностей (рис. 1) [3]. Технология 
NGS существует в двух модификациях: секве-
нирование коротких и длинных последователь-
ностей. В настоящее время в исследовательской 
и клинической практике преобладают методы 
короткого прочтения, что обусловлено их су-
щественными преимуществами: более высокой 
точностью определения последовательностей 
и значительно меньшей стоимостью по сравне-
нию с технологиями длинного прочтения [10].

На сегодняшний день, помимо MPSS, разра-
ботано более 8 платформ NGS, которые разли-
чаются методами подготовки библиотек, реак-
циями секвенирования и визуализацией [11].

Наибольшую популярность получила тех-
нология Solexa/Illumina, разработанная на хи-
мическом факультете Кембриджского универ-
ситета (Великобритания), в основе которой 
лежит твердофазное мостиковое параллельное 
секвенирование коротких (75 п.н.) прочтений 
с использованием обратимых терминаторов. 
Встраивание каждого нуклеотида регистри-
руется при помощи цифровой камеры. Первый 
секвенатор, основанный на методе Solexa/
Illumina, был выпущен в 2006 г. Технология 
Solexa/Illumina существует в нескольких ва-
риантах [12]: 1) секвенирование одиночных 
прочтений, позволяющее секвенировать 8 об-
разцов в одной ячейке с глубиной покрытия 
до 100 млн прочтений длиной 75 п.н.; 2) секве-
нирование парных прочтений, при котором обе 
цепи длинных фрагментов ДНК (200–500 п.н.), 
лигированных по двум концам разными вида-
ми адаптеров, последовательно считываются 
с обеих сторон. После мостиковой амплифика-
ции такие фрагменты взаимодействуют с пря-
мым и обратным праймерами на поверхности 
носителя, что позволяет достроить комплемен-
тарные цепи ДНК. Глубина секвенирования 
составляет 200 млн прочтений длиной 75 п.н.; 
3) мультиплексное секвенирование позволя-
ет одновременно обрабатывать до 12 образцов 
ДНК, лигированных с уникальными адаптером 
и индексом на одной дорожке, при этом общее 
количество образцов в одной ячейке может до-
стигать 96; 4) секвенирование спаренных кон-
цов позволяет определять как единое целое две 
последовательности ДНК, находящиеся друг 
от друга на расстоянии 5000 п.н. Эта модифи-
кация секвенирования применяется при поис-
ке мутаций и в de novo-секвенировании [12].

Технические характеристики NGS откры-
ли возможности для секвенирования полного 
генома, экзома, распознавания генетических 
вариантов, а также таргетного секвенирова-
ния и анализа транскриптома [13]. Следует 
отметить, что NGS-технология широко приме-
няется за рубежом в научных исследованиях, 
биофармацевтических и биотехнологических 
компаниях, а также все чаще используется 
в медицинской диагностике. Крупные центры 
по секвенированию сосредоточены в США, Ве-
ликобритании и Китае, доля России на этом 
рынке составляет около 1% [14]. Основным огра-
ничением применения NGS-технологий в кли-
нической практике является их высокая стои-
мость, в которую, помимо затрат на реагенты 
и оборудование, включаются расходы на хра-
нение, передачу, обработку и биоинформацион-
ный анализ большого объема данных [13].

К настоящему времени одной из компаний 
создано третье поколение секвенаторов, ко-
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торое основано на регистрации изменений 
ионного тока при прохождении молекул ДНК 
через нанопору диаметром около 8 нм, встро-
енную в непроводящую мембрану. Амплитуда 
и длительность ионных токов зависят от ти-
па нуклеотида, проходящего через нанопору, 
что позволяет по характеру изменений этих па-
раметров определить длину и нуклеотидный 
состав ДНК. Технология не нуждается в моди-
фикации нуклеотидов и проводится в режиме 
реального времени [15].

На российском рынке с 2022 г. работают не-
сколько китайских компаний, которые про-
изводят оборудование и реагенты для секве-
нирования ДНК. Консорциумом «Российские 
генетические технологии» также разработан 
на базе технологии NGS секвенатор «ДНК На-
нофор СПС», который еще в 2020 г. успешно 
прошел государственные испытания с исполь-
зованием российских и китайских реактивов, 
показав точность секвенирования 82 и 97% 
соответственно. Помимо этого, консорциум со-
здал 7-канальный и 8-капиллярный секвена-
тор второго поколения на открытой платформе 
«Нанофор 05», который позволяет использо-
вать реагенты от различных производителей, 
что повышает универсальность применения 
оборудования1. Мировая тенденция в развитии 
секвенирования идет в направлении создания 
универсальных реактивов и ПО.

Разработка технологии NGS, в отличие 
от секвенирования по Сэнгеру, дала возмож-
ность проведения поиска и идентификации ге-
нетических вариантов (полиморфизмов) генов, 
ассоциированных с заболеваниями, что на-
шло широкое клиническое применение в ди-
агностике наследственных патологий. Одна-
ко интерпретация результатов генетического 
тестирования и классификация вариантов 
остаются сложными задачами. В связи с этим 
в 2015 г. Американский колледж медицин-
ской генетики и геномики (ACMG) разработал 
руководящие принципы по классификации 
и интерпретации генетических вариантов [16]. 
Например, одной из наиболее распространен-
ных наследственных болезней, которая диа-
гностируется с помощью таких технологий, 
является гипертрофическая кардиомиопатия 
(ГКМП) – аутосомно-доминантное заболева-
ние с высокой генетической гетерогенностью 
и неполной пенетрантностью, встречающееся 
с частотой 1:500. Это заболевание в 50% слу-
чаев индуцируется патогенными вариантами 
в генах саркомеров, кодирующих тяжелую цепь 
β-миозина (MYH7 ) и миозин-связывающего бел-
ка C (MYBPC3). Менее распространенные вари-

1	 https://www.syntol.ru/catalog/oborudovanie-i-raskhodnye-materialy-dlya-ptsr-i-geneticheskogo-analiza/geneticheskiy-analizator-nanofor-05.html

анты локализуются в генах сердечного тропо-
нина T (TNNT2), тропонина I (TNNI3) и легких 
цепей миозина 2 и 3 (MYL2 , MYL3), встречаясь 
в 5–10% случаев. Редкие варианты выявлены 
в генах сердечного тропонина C (TNNC1) и α-ак-
тина (ACTC1) – <1%, мутации в гене α-тропомио-
зина (TPM1) зарегистрированы примерно в 1,5% 
случаев. Также описаны патогенные варианты 
в гене CSRP3, кодирующем белок, богатый ци-
стеином и глицином [17]. Генетическое тести-
рование c помощью NGS позволяет выявлять 
патогенный вариант, ассоциированный с раз-
витием заболевания в 30% случаев для спора-
дических и в 60% случаев особенно у молодых 
пациентов с асимметричной гипертрофией 
межжелудочковой перегородки [18]. Glotov O.S. 
et al. установили, что сдвиг рамки считывания 
(11:47372858, c.A224insG+) в гене MYBPC3 и мис-
сенс-мутация (rs193922390, c.5135 G>A, p.R1712Q) 
в гене MYH7 являются патогенными вариан-
тами ГКМП. Миссенс-варианты: rs138049878 
(c.2608 C>T, p.R870C), rs727503260 (c.2302 G>C, 
p.G768R), rs397516088 (c.1063 G>A, p.A355T) в ге-
не MYH7 и rs199476306 (c.188 C>T, p.A63V) в ге-
не TPM1 были охарактеризованы как вероятно 
патогенные для ГКМП. Диагностическая эф-
фективность полноэкзомного секвенирования 
при ГКМП составила 43% (6 выявленных ва-
риантов у 14 пациентов) [19]. Позже у пациен-
тов с ГКМП были обнаружены варианты с из-
менением рамки считывания в гене PKP2 [20]. 
На примере данного исследования показано, 
что использование генетического тестирова-
ния на основе NGS позволяет определить тип 
наследования кардиомиопатий и идентифици-
ровать потенциальные генетические маркеры 
для оценки риска заболеваний. 

Другим ярким примером является исследова-
ние, проведенное Савостьяновым К.В. и соавт. 
из ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» г. Москвы 
с участием 103 детей (3 мес. – 17 лет) с различ-
ными фенотипами кардиомиопатий. С помо-
щью таргетного секвенирования 404 генов уда-
лось обнаружить 176 258 минорных вариантов. 
Почти 40% идентифицированных нуклеотид-
ных замен локализовались в генах саркомер-
ных белков MYH7, MYBPC3, TTN, MYH6, TPM1, 
DSC2 и гене натриевого канала SCN5A. С по-
мощью биоинформатического анализа удалось 
обнаружить 68 ранее не описанных генетиче-
ских вариантов, ассоциированных с развити-
ем кардиомиопатий. Это позволило установить 
статистически значимую ассоциацию между 
носительством патогенных вариантов в гене 
MYBPC3 и развитием ГКМП у детей (отношение 
шансов, OШ=3,17, 95% ДИ 1,36–11,72, p=0,009). 
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Использование таргетного секвенирования по-
зволило установить диагнозы синдромальных 
и несиндромальных форм кардиомиопатий 
для 96,1% пациентов [21].

Таким образом, широкое применение техно-
логий секвенирования в медицине позволяет 
повысить эффективность скрининга и терапии 
наследственных и многофакторных заболе-
ваний, но необходимо преодолеть множество 
проблем до того, как будут определены прак-
тические аспекты этих новых методов [19]. 
Основными проблемами, которые следует ре-
шить, в том числе и в России, является опреде-
ление популяционных частот мутаций в генах, 
ассоциированных с заболеваниями, а также 
создание законодательной базы, регулирую-
щей работу молекулярно-генетических лабора-
торий. Еще одним ограничением, требующим 
решения, является клиническая интерпрета-
ция данных секвенирования. Знание генетиче-
ских вариантов недостаточно для объяснения 
этиологии, патогенеза и симптомов многофак-
торных заболеваний, на развитие которых, 
кроме генетических факторов, сильно влияют 
факторы внешней среды и образа жизни [22]. 
Решение этой проблемы возможно путем ор-
ганизации комплексов для хранения масси-
вов данных, создания новых способов анализа 
больших объемов генетической информации 
и взаимодействия врачей с биоинформатиками. 
Благодаря развитой отрасли информационных 
и постгеномных технологий биоинформатика 
может способствовать росту рынка секвениро-
вания в России [14].

Анализ применения метода полимеразной цеп-
ной реакции и разработанных на его основе 
тест-систем для диагностики наследственных 
и инфекционных заболеваний  

Несмотря на развитие и клиническое при-
менение технологий секвенирования, в на-
стоящее время ПЦР все еще остается самым 
распространенным методом, используемым 
в научных и клинических генетических иссле-
дованиях благодаря высокой скорости (быстро-
те) и низкой стоимости анализа. Эти преиму-
щества ПЦР делают этот метод незаменимым 
особенно в экспресс-диагностике возбудителей 
инфекционных заболеваний, которая имеет ре-
шающее значение для выбора адекватной тера-
пии пациента и предупреждения распростра-
нения инфекции среди восприимчивой части 
населения. Обычно клиническая диагностика 
таких заболеваний основывается на обнаруже-
нии специфических антигенов и антител. Так-
же широко применяются методы амплифика-

2	  Sapkota A. 37 Types of PCR with Definition, Principle, and Uses. URL:https://microbenotes.com/types-of-pcr/

ции нуклеиновой кислоты патогена [3].
Технология ПЦР берет свое начало в 1985 г.,  

когда Saiki R.K. с соавт. опубликовали статью 
в журнале Science, в которой была описана 
амплификация геномной последовательности 
β-цепи Р-глобина и анализ сайтов рестрикции 
для диагностики серповидноклеточной анемии 
[23]. Благодаря стадии циклической амплифи-
кации ПЦР исследователи и клиницисты полу-
чили возможность выявлять низкие количества 
ДНК и РНК инфекционных агентов в биологи-
ческих образцах или окружающей среде.

Результатом открытия ПЦР стало немедлен-
ное практическое применение метода в обла-
сти клонирования ДНК, генной инженерии 
и секвенирования. Как аналитический метод, 
первоначальный вариант ПЦР имел серьез-
ные ограничения. Главное заключалось в том, 
что при первой амплификации последователь-
ности ДНК, а затем анализе продукта количе-
ственная оценка была сильно затруднена, по-
скольку ПЦР давала одинаковое количество 
продукта независимо от начального количе-
ства присутствовавших молекул ДНК-матри-
цы. Это ограничение было преодолено в 1992 г.  
с разработкой Higuchi R. с соавт. ПЦР в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ), что позволило количе-
ственно анализировать ДНК во время самой 
реакции [24]. В этой модификации ПЦР количе-
ство образующегося продукта контролируется 
в процессе реакции с помощью флуоресценции 
красителей или зондов, введенных в реакцию, 
которая регистрируется и пропорциональна ко-
личеству образовавшейся ДНК за определенное 
количество циклов амплификации. Предпола-
гая определенную эффективность амплифика-
ции, которая обычно близка к удвоению числа 
молекул за цикл, можно рассчитать количество 
молекул ДНК амплифицированной последова-
тельности, первоначально присутствовавших 
в образце [25].

К настоящему времени разработано 36 моди-
фикаций ПЦР2 (рис. 1).

Наиболее распространенные модификации 
ПЦР

1. ПЦР с пробами типа TaqMan, принцип ко-
торой основан на применении флуоресцентных 
зондов, меченных репортерным флуорофором 
на 5’-конце и гасящих флуорофором на 3’-конце, 
конъюгированных с праймерами [3]. Этот вари-
ант обычно используется для обнаружения му-
таций и в генотипировании.

2. ПЦР с обратной транскрипцией (reverse 
transcription PCR, RT-qPCR) основана на синте-
зе одноцепочечной молекулы кДНК на матрице 
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мРНК с помощью обратной транскриптазы, по-
сле чего кДНК используют в качестве матри-
цы для количественной ПЦР. Эта модификация 
ПЦР используется для определения количества 
мРНК целевого гена, что позволяет оценивать 
уровень его экспрессии [26].

3. Капельная цифровая ПЦР (droplet digital 
PCR, ddPCR) является самой передовой модифи-
кацией ПЦР-РВ к настоящему времени, которая 
совмещает TaqMan зонды и праймеры с техноло-
гией микрофлюидики, но в отличие от ПЦР-РВ 
не нуждается во внешних стандартах для ко-
личественного определения целевых нуклеи-
новых кислот. Амплификация одной молекулы 
ДНК происходит после распределения образца 
по микрореакционным камерам. Концентрация 
целевой ДНК рассчитывается с использовани-
ем распределения Пуассона путем определения 
доли флуоресцентного сигнала, исходящего 
из микрореакционных камер, содержащих ну-
клеиновую кислоту, и камер без ДНК, которые 
не испускают сигнал. Преимуществами ddPCR 
по сравнению с ПЦР-РВ при обнаружении па-
тогенных микроорганизмов являются более 
высокая чувствительность, точность и устой-
чивость к ингибирующим веществам (гепарин, 

SDS и ЭДТА). Будучи более чувствительным 
методом по сравнению с ПЦР-РВ, ddPCR спосо-
бен выявлять скрытую инфекцию или низкое 
количество целевой ДНК в спинномозговой 
жидкости, которое может оставаться нераспоз-
нанным другими методами ПЦР [27].

Благодаря высокой чувствительности и точ-
ности определения изменений в генетическом 
материале, методы ПЦР, в частности ПЦР-РВ, 
используются для детекции и идентификации 
патогенов, определения уровня экспрессии ге-
нов, поиска однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP), анализа хромосомных аберраций, в том 
числе у плода, и установления пола эмбриона 
[25]. ПЦР-РВ также используется в рутинной 
диагностике для количественного определе-
ния титров вируса в крови и спинномозговой 
жидкости, например, в случае менингоэнцефа-
лита. Кроме того, данный подход применяется 
для мониторинга ответа на противовирусное, 
антибактериальное лечение [3].

Однако главным направлением рынка диа-
гностики, основанной на методе ПЦР, является 
выявление возбудителей инфекционных забо-
леваний, присутствующих даже в очень низкой 
концентрации в биологическом материале. Это 

Рис. 1 – Разновидности ПЦР
Fig. 1 – Varieties of PCR

Источник: https://microbenotes.com/types-of-pcr/
Available from: https://microbenotes.com/types-of-pcr/
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позволяет диагностировать инфекцию до мани-
фестации клинических симптомов на доклини-
ческой стадии и начала лечения болезни. В насто-
ящее время тенденция развития ПЦР движется 
в направлении создания экспресс-тест-систем – 
синдромных панелей, которые позволяют полу-
чить результат в течение одного часа, что зна-
чительно сокращает время постановки диагноза 
и способствует своевременной организации про-
филактических мер по контролю за распростра-
нением инфекции. В США Управлением по кон-
тролю за продуктами и лекарствами (FDA) было 
одобрено несколько коммерческих тест-систем 
для диагностики 19 видов бактерий и 9 виру-
сов, являющихся причиной пневмонии, а также  
10 генов антибиотикорезистентности [28]. Дру-
гим примером использования синдромных па-
нелей ПЦР для диагностики инфекционных за-
болеваний является исследование, проведенное 
Ismadi Y.K.M. и соавт., в котором авторы разра-
ботали мультиплексную ПЦР-РВ для одновре-
менной идентификации 40 видов распростра-
ненных грибковых возбудителей инвазивных 
микозов, включая Aspergillus fumigatus (bgt1),  
A. terreus (benA), Candida albicans (ITS2),  
C. glabrata (LEU2), C. tropicalis, C. parapsilosis,  
C. krusei, C. lusitaniae, C. dubliniensis C. neoformans, 
Hibobacter pylori (glmM) co 100% специфичностью 
и пределом обнаружения 100 пг/мл (106 копий/мл)  
в течение 3 ч. Эффективность ПЦР-системы со-
ставила от 89,77 до 104,30% при коэффициенте 
линейности 0,9780–0,9983 [29].

Аналогичного рода исследования прово-
дятся и в России. Например, Доброхотова Ю.Э. 
и соавт. из ФГБОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пиро-
гова (г. Москва) провели с помощью ПЦР-РВ 
исследование на 300 беременных женщинах 
(сроки гестации 27–32 нед.) с целью диагно-
стики инфицирования цервико-вагинального 
канала возбудителями бактериального ваги-
ноза, вульвовагинального кандидоза, аэроб-
ного вагинита и инфекций, передаваемых по-
ловым путем (Chlamydia trachomatis, Neisseria 
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas 
vaginalis) [30]. У 118 участниц исследования бы-
ли диагностированы угрожающие преждевре-
менными родами состояния (опытная группа), 
а для 182 поставлен диагноз «неосложненное 
течение гестации» (контрольная группа). Ча-
стота смешанных урогенитальных инфекций 
была выше среди пациенток с преждевремен-
ными родами (14%, n=17, p <0,01) по сравнению 
с женщинами с неосложненным течением ге-
стации (4%, n=8). Такая же ситуация наблюда-
лась для случаев бактериального вагиноза (17%, 
n=20, по сравнению с 7%, n=12, p <0,05), аэробно-
го вагинита (12%, n=14 против 3%, n=5, p <0,05), 
вульвовагинального кандидоза (16%, n=19 отно-

сительно 9%, n=16, p=0,08) между беременными 
в опытной и контрольной группах [30].

Савочкиной Ю.А. и соавт. разработана тест-си-
стема на основе ПЦР-РВ для лабораторной ди-
агностики возбудителей вульвовагинально-
го кандидоза: C. albicans, С. glabrata, C. krusei,  
C. parapsilosis и С. tropicalis с чувствительно-
стью 100 ГЭ/мл в диапазоне от 200 до 2×107. 
К настоящему времени на основе ПЦР разрабо-
таны экспресс-тест-системы – синдромные па-
нели для всех видов грибков [31].

Необходимо отметить, что в России процесс 
разработки генетических тест-систем для ди-
агностики широкого спектра инфекционных 
заболеваний (синдромные панели) только на-
чинается. Ключевыми препятствиями в данной 
области являются недостаточная интеграция 
научных и клинических исследований, а так-
же несовершенство регламентируемой эти ис-
следования законодательной базы.

Использование ПЦР для научных и практи-
ческих целей сопровождается рядом ограниче-
ний. Технология ПЦР все еще остается достаточ-
но сложным процессом, требующим выделения 
ДНК, РНК, их амплификации и визуализации 
продуктов реакции. На каждом из этих этапов 
возможны потери ДНК или ее контаминация 
примесями, особенно когда она экстрагирует-
ся из клинических образцов, что может приво-
дить к ложноположительным результатам те-
ста. Контаминация образцов неспецифической 
ДНК может быть как из внешней среды на эта-
пе пробоподготовки и детекции, так и от специ
фической ДНК из образцов, в которых уже про-
шла амплификация. Таким образом, данные 
проблемы не позволяют достичь 100% чувстви-
тельности ПЦР [32]. Кроме того, постановка 
ПЦР требует квалифицированного персонала, 
оснащенной клинической лаборатории с высо-
кой степенью биобезопасности и нескольких 
часов для получения результата. По этим при-
чинам ПЦР-технология не может использовать-
ся на месте оказания медицинской помощи 
или в учреждениях с ограниченной инфра-
структурой [3]. Все эти ограничения приводят 
к задержке в диагностике и начале лечения, 
особенно инфицированных пациентов. Еще 
следует отметить, что точное количественное 
определение патогена в клиническом образце 
не всегда может свидетельствовать об инфек-
ционном процессе, например, в силу различной 
локализации или вирулентности микроорга-
низмов, а также состояния иммунной системы 
пациента. Существующие ограничения ПЦР 
позволяют сделать прогноз, что в ближайшей 
перспективе (3–5 лет) технологии секвенирова-
ния заменят ПЦР в клинической диагностике 
наследственных и инфекционных заболеваний.
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Анализ применения метода иммуноферментного 
анализа (ИФА) и разработанных на его основе 
тест-систем для диагностики инфекционных за-
болеваний

Несмотря на широкое применение техноло-
гий секвенирования и ПЦР в клинической ди-
агностике заболеваний, метод ИФА остается 
незаменимым на этапе постдиагностики, ког-
да требуется проведение мониторинга степени 
тяжести заболевания и эффективности приме-
няемой терапии. На этом этапе использование 
ИФА-тест-систем позволяет выявить и количе-
ственно определить уровни белков (антител  
и/или антигенов) в жидких средах организма 
пациента. 

Этот метод был независимо разработан прак-
тически одновременно разными научными 
группами под руководством швейцарских ис-
следователей Peter Perlmann, Eva Engvall в 1971 г.  
[33]. Общий принцип методологии ИФА базиру-
ется на специфическом связывании между им-
мобилизованным на поверхности лунок планше-
та антигеном и антителом, конъюгированным 
с ферментом. После образования иммунного 
комплекса осуществляется добавление суб-
страта, который в присутствии фермента пре-
вращается в окрашенный продукт реакции, ин-
тенсивность которого прямо пропорциональна 
количеству связанного антитела с антигеном. 
Пассивное связывание антигена или антитела 
в лунках планшета позволяет легко отделить 
связанный от несвязанного субстрата, что обе-
спечивает простоту выполнения ИФА [34]. В на-
стоящее время в зависимости от способа им-
мобилизации антигена или антитела, а также 

использования вторичных антител различают 
прямой, непрямой, «сэндвич» и конкурентный 
типы ИФА-тест-систем (рис. 2).

Такого рода тест-системы сразу нашли ши-
рокое применение в клинической медицине 
для обнаружения чужеродных белков инфек-
ционных агентов, что используется в диагно-
стике, а также для мониторинга эффективности 
терапии острых и хронических инфекционных 
заболеваний [36]. Эти тесты помогают опре-
делить степень тяжести патологии и общее 
состояние здоровья пациента. Современные 
ИФА-тест-системы для выявления титров ан-
тител позволяют использовать различные 
образцы: сыворотку или сухие пятна крови, 
слюну или мазки из носа для детекции респи-
раторных патогенов, спинномозговую жид-
кость (ликвор) для определения нейротропных 
агентов и уровня гормонов. Кроме того, ИФА-те-
сты можно проводить на образцах после их 
размораживания, что позволяет формировать 
коллекции замороженных образцов и прово-
дить анализ в оптимальное для лаборатории 
время. Одним из существенных преимуществ 
ИФА-диагностики является использование ми-
нимальных объемов проб (микролитры) [34]. 
Другими достоинствами этого метода явля-
ются высокие чувствительность (до 10−21 моль), 
специфичность, производительность, а также 
стабильность используемых реагентов. Кроме 
того, метод отличается простотой выполнения 
и относительно низкой стоимостью, что делает 
его доступным и эффективным инструментом 
для широкого спектра лабораторных исследо-
ваний [34].

Рис. 2 – Типы иммуноферментного анализа [35]
Fig. 2 – Types of enzyme immunoassay [35]
Адаптировано из источника [35]
Adapted from source [35]
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На сегодняшний день в медицинской прак-
тике в зависимости от целей исследования ис-
пользуются 2 разновидности метода: первичные 
и вторичные тесты. Первичные ИФА-тесты при-
меняются с целью диагностики или первичного 
скрининга для выявления антител в сыворотке 
крови пациента. Вторичные ИФА-тесты исполь-
зуются для подтверждения результатов первич-
ного анализа и более детальной диагностики, 
включая определение серотипов возбудителей. 
Данные исследования позволяют проводить диф-
ференциальную диагностику, например, между 
серотипами вирусов денге или SARS-CoV-2 [37]. 
К примеру, для идентификации β-гемолитиче-
ского стрептококка, или S. agalactiae, от других 
видов микроорганизма используются ее капсуль-
ные антигены, которые позволяют классифици-
ровать бактерию на 10 серотипов (Ia, Ib, II-IX). 
Дополнительными маркерами S. agalactiae явля-
ются ее поверхностные антигены α, β и Rib [38]. 
Jang A.-Y. и соавт. из Национального университе-
та Сеула (Корея) разработали ИФА-тест-систему 
для валидации вакцины на основе капсульного 
полисахарида (PS) против Ia, III и V серотипов  
S. agalactiae [39]. Было продемонстрировано, 
что гомологичная абсорбция приводит к 75-про-
центному ингибированию всех трех серотипов, 
тогда как применение IgG к PS ингибировало 
только 25% III и V серотипов. При исследовании 
серотипа Ia уровни IgG снизились более чем 
на 50% даже после адсорбции гетерологичных 
PS (III или V). ИФА-анализ для диагностики S. 
agalactiae проводился на 4 образцах сыворотки 
в 5 независимых экспериментах, коэффициент ва-
риации между которыми составил <5% для трех 
серотипов, что свидетельствует о высокой вос-
производимости и надежности метода [39].

Аналогичного рода исследования проводят-
ся и в России. В ГБУ НИИОЗММ ДЗМ проведен 
ретроспективный анализ распространенности 
S. agalactiae среди новорожденных пяти ро-
дильных домов. Результаты 4534 проб, полу-
ченных от 2265 новорожденных, показывают: 
S. agalactiae был выявлен в 222 образцах (4,9%) 
[38]. Оленев А.С. и соавт. из ГБУЗ «Городская 
клиническая больница № 24 г. Москвы» прове-
ли клиническое исследование по выявлению 
S. agalactiae у беременных женщин и оценке 
его влияния на новорожденных. Исследовате-
ли установили, что стрептококковая инфек-
ция при первой беременности на 50% повы-
шает риск инфицирования при последующих 
беременностях. При инфицировании матерей  
S. agalactiae обнаруживается у 90% новоро-
жденных и может проявляться сепсисом, пнев-
монией и гнойным менингитом [40].

ИФА-тесты, как и другие методы, также 
имеют и ряд ограничений. Прежде всего раз-

работка количественных ИФА-тестов ослож-
няется отсутствием стандартизированных 
калибровочных кривых для уровней анти-
гена, антител в образцах различных жидко-
стей человека (кровь, моча, ликвор, слюна, ва-
гинальная жидкость) в зависимости от пола, 
возраста, этнической группы, сопутствующих 
заболеваний или физиологических состоя-
ний (беременность), а также методов отбора 
проб [41]. В процессе проведения ИФА этапы 
добавления субстрата и многократного отмы-
вания от избытка антигенов и антител могут 
повысить риск контаминации и неспецифиче-
ской иммунореактивности, особенно в случае 
непрямого варианта теста. ИФА-тесты также 
не способны обнаружить наличие антител 
против исследуемого патогена в первые сутки 
инфекции, как это было продемонстрировано 
во время пандемии COVID-19 [37]. Для ускорен-
ного внедрения ИФА-тест-систем на медицин-
ский рынок также необходимо решение вопро-
сов, связанных с нормативной правовой базой 
и законодательством.

В ближайшем будущем на рынке ИФА ожида-
ется рост числа мультиплексных тест-систем, 
позволяющих одновременно количественно 
определять антитела ко множеству патогенов 
[35]. Наиболее широко используемыми мульти-
плексными ИФА-платформами являются тесты 
на основе флуоресцентных шариков или ми-
крочипов. Обе технологии требуют минималь-
ного объема образца и позволяют детектиро-
вать одновременно десятки и сотни патогенов. 
Однако высокая стоимость таких тест-систем 
затрудняет их широкое применение в клини-
ческих условиях с ограниченными ресурсами 
по сравнению с традиционным методом ИФА.

Анализ применения метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и разрабо-
танных на его основе тест-систем для диагно-
стики многофакторных заболеваний  

Применение в клинической медицине техно-
логий секвенирования, ПЦР и ИФА не позволяют 
непосредственно быстро диагностировать мно-
гофакторные заболевания, такие как сахарный 
диабет (СД). В связи с этим остается актуаль-
ным использование биохимических методов, 
прежде всего высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ), которая обеспечивает 
точное количественное определение метабо-
литов и биомаркеров, важных для диагности-
ки и мониторинга СД. В 2001 г. ионообменная 
ВЭЖХ и капиллярный электрофорез были 
утверждены международными организациями 
референсными методами определения основ-
ного показателя тяжести и степени компенса-
ции нарушений углеводного обмена – уровня 
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гликированного гемоглобина (НbA1c) [42, 43]. 
Гликированный гемоглобин – это биохимиче-
ский показатель, который представляет собой 
соединение N-концевого валина в β-цепи моле-
кулы HbA1 с глюкозой или другим углеводом, 
которое образуется в процессе неферментатив-
ного гликозилирования, происходящего на про-
тяжении всего жизненного цикла эритроцитов, 
который составляет 120 дней. Преимуществен-
но клиническое значение имеет форма глики-
рованного гемоглобина HbA1c, в которой моле-
кула глюкозы связана с β-цепью гемоглобина. 
Значение ниже 5,7% указывает на нормаль-
ную концентрацию глюкозы в крови, диапазон 
от 5,7 до 6,4% – на предиабетическое состояние, 
а уровни выше 6,5–7,0% свидетельствуют о на-
личии СД [42]. Следовательно, по содержанию 
НbА1с можно определить, каким был средний 
уровень глюкозы за 2–3 мес. до исследования 
[44]. В связи с этим, согласно рекомендациям 
ВОЗ, Американской диабетической ассоциа-
ции и целевой программы «Сахарный диабет» 
Российской Федерации, определение уровня 
НbА1с рекомендуется проводить у пациентов 
с СД 4 раза в год3. В большинстве случаев на-
блюдается прямая зависимость между уров-
нем глюкозы в крови, развитием осложнений 
и показателем НbА1с. Уровень HbA1c не зависит 
от пола и возраста пациента [44], однако на него 
могут влиять условия забора, транспортировки 
и хранения крови, а также прием высоких доз 
аспирина, алкоголя, повышенные уровни триг-
лицеридов или билирубина в крови, наличие 
уремии и, главное, метод определения. По этой 
причине врачу для правильной интерпретации 
результатов анализа и их оценки в динамике 
необходимо знать, каким методом был опреде-
лен уровень HbA1c у конкретного пациента [45].

В связи с необходимостью строгого соблюде-
ния пограничных значений HbA1c у пациентов 
с СД были разработаны стандарты к методи-
ке его определения. Метод определения HbA1c 
должен быть стандартизирован и сертифициро-
ван согласно Национальной программе по стан-
дартизации гликогемоглобина США (NGSP) 
или Международной федерации клинической 
химии (IFCC). Коэффициент вариации (CV) ана-
лиза между независимыми экспериментами 
не должен превышать 3–4%, объем образца дол-
жен быть небольшим (5 мкл для цельной кро-
ви), исследование должно быть непродолжи-
тельным и автоматизированным, а процедура 
анализа должна быть простой [45]. Соблюдение 
данных требований обеспечивает надежность 
анализа и корректность мониторинга СД.

3	 О федеральной целевой программе «Сахарный диабет». Постановление Правительства РФ от 07.10.1996 № 1171. URL: https://docs.cntd.ru/ 
	 document/9030944 (дата доступа: 22.07.2025)+.

Важность CV приобретает существенное зна-
чение в тех случаях, когда уровни HbA1c нахо-
дятся на границе нормы и патологии, а точность 
метода анализа критична для принятия реше-
ния о степени компенсаторной терапии и ри-
ска развития осложнений [44]. Принцип метода 
ВЭЖХ основан на разделении HbA1 на фракции 
с последующим их количественным определе-
нием [46].

Полученные фракции проходят через детек-
тор, который представляет собой проточную 
фильтрационную спектрофотометрическую 
ячейку, в которой происходит измерение погло-
щения при длине волны 415 нм. Полученные 
данные регистрируются и обрабатываются про-
граммным обеспечением [46], которое автомати-
чески интегрирует пики, соответствующие раз-
личным фракциям гемоглобина, и рассчитывает 
их площади. На основе этих данных определя-
ется относительное содержание каждой фрак-
ции HbA, которое выражается в процентах [47]. 
Недостатками метода являются высокая стои-
мость оборудования, необходимость пробопод-
готовки, интерференция сигнала в присутствии 
фетального гемоглобина (HbF) [48].

В последнее время появились и портатив-
ные анализаторы HbA1c, которые позволя-
ют врачу проводить анализ непосредственно 
во время приема пациента. К примеру, Zhou R.  
и соавт. протестировали портативный ана-
лизатор HbA1c (A1C EZ 2.0) на 842 пациентах 
с СД из Пекина (Китай). Авторы показывают, 
что CV составил 3,7% при низком (36 ммоль/моль,  
5,4%) и 2,7% при высоком (107 ммоль/моль, 11,9%) 
уровнях HbA1c.  Для диагностики СД площадь 
под ROC-кривой составила 0,911 при пороговом 
значении HbA1c 44 ммоль/моль (6,14%). Чувстви-
тельность составила 76,1% и специфичность 
86,6% при уровне HbA1c 48 ммоль/моль (6,5%) [49].

Другим направлением проводимых исследова-
ний по определению уровня HbA1 является сопо-
ставление эффективности ВЭЖХ с другими мето-
дами детекции для выявления новых случаев СД 
и факторов, влияющих на точность разных мето-
дов. Например, Ray A. с соавт. провели пилотное 
исследование по сопоставлению эффективности 
ВЭЖХ со спектрофотометрией для определения 
HbA1c среди 15 пациентов с СД и 13 здоровых 
доноров. Уровень HbA1c, обнаруженный с помо-
щью ВЭЖХ, находился в пределах 5,2–13,2%, тог-
да как HbA1c, определенный спектрометрически, 
был в диапазоне 4,56–13,76%. Коэффициент кор-
реляции Пирсона между двумя методами соста-
вил 0,65 (95% ДИ 0,37–0,82) и сопоставлялся с ре-
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зультатами линейного регрессионного анализа 
(p <0,001) [50].

В клинической биохимической лаборатории 
Первого МГМУ им. И.М. Сеченова (г. Москва, 
Россия) было проведено сравнительное иссле-
дование по оценке уровня HbA1с с помощью 
ВЭЖХ и электрофоретических методов среди 
149 пациентов (возраст 10–80 лет обоих полов), 
из которых 116 имели СД, а 34 – другие заболе-
вания. Авторы обнаружили статистически зна-
чимую корреляцию (р <0,05) между процентны-
ми значениями HbA1с, полученными разными 
методами [48].

Проведение скрининга и диагностики паци-
ентов с определением уровня HbA1c позволя-
ет своевременно диагностировать СД, а также 
является мерой профилактики сосудистых ос-
ложнений и способствует сохранению рабо-
тоспособности, нормального качества жизни 
и снижению частоты инвалидизации. 

В заключение необходимо отметить: каждый 
из описываемых методов имеет свою диагно-

стическую нишу и будет развиваться в данном 
направлении. Преимущества и недостатки из-
лагаемых методов кратко суммированы в та-
блице 1. 

Выводы

Разработка ДТС на основе генетических 
(секвенирование, ПЦР), иммунологических 
(ИФА), биохимических (ВЭЖХ) методов являет-
ся перспективным направлением превентивной 
медицины, позволяющим проводить не только 
диагностические, но и скрининговые исследо-
вания с профилактической целью, а также обе-
спечивать мониторинг динамики эффективно-
сти терапии. Использование ДТС будет иметь 
большую клиническую эффективность для ди-
агностики наследственных патологий сердца 
(кардиомиопатии) и других наиболее распро-
страненных социально значимых заболеваний, 
к которым относятся в том числе бактериаль-

Таблица 1 – Общая характеристика диагностических технологий 
Table 1 – General characteristics of diagnostic technologies

Показатель Секвенирование ПЦР ИФА ВЭЖХ

Скорость анализа Несколько дней 1–3 ч 1–2 ч
Несколько минут до 
часа и более

Простата технологии Многоэтапная Многоэтапная Простая Многоэтапная

Чувствительность Высокая, до 99,9% Высокая, до 93–95% Умеренная, 40–90% До 94%

Специфичность Высокая Высокая, до 93–95% Высокая, до 97% До 92%

Производительность
До 384 образцов в 
ячейке

96, 384 образцов в 
планшете

96, 384 образцов в 
планшете

15–20 образцов в 
серии

Глубина (предел) 
анализа

200 млн прочтений
До 0,5 копий ДНК /
мкл (ddPCR)

10-9–10-12 граммов 0,2–1 мкг/л

Сфера (цель) 
применения

Генетические 
заболевания, 
генетические маркеры, 
скрининг, поиск новых 
и описанных мутаций

Генетические, 
инфекционные 
заболевания, поиск 
мутаций

Инфекционные, 
иммунные 
заболевания, 
цитокины, гормоны, 
мониторинг 
степени тяжести, 
эффективности 
терапии болезни

Многофакторные 
заболевания, риск 
развития осложнений, 
эффективность 
терапии

Массовость 
применения

Ограниченное Широкое Широкое Ограниченное

Ограничения

Высокая стоимость 
оборудования и 
реактивов, необходим 
биоинформационный 
анализ данных

Риск контаминации, 
наличие клинической 
лаборатории  
с высокой степенью 
биобезопасности

Риск контаминации 
и неспецифической 
иммунореактивности

Высокая стоимость 
оборудования, 
необходимость 
пробоподготовки, 
интерференция 
сигнала

Составлено авторами.
Сompiled by the authors.
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