
Медицинский алфавит № 29 / 2022. Ревматология в общей врачебной практике (2)36

Актуальные вопросы стандартизации исследования 
антинуклеарных антител методом непрямой 
иммунофлюоресценции на HEp‑2 – клетках
Е. Н. Александрова1, А. А. Новиков1, С. П. Казаков2,3, Н. Г. Клюквина4, В. И. Васильев4, Г. В. Лукина1,5

1ГБУЗ «Московский клинический научно-практический центр имени А. С. Логинова Департамента 
здравоохранения города Москвы», Москва

2ФГБУ «Главный военный клинический госпиталь имени академика Н. Н. Бурденко» Минобороны 
России, Москва

3ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального 
образования» Минздрава России, Москва

4ООО «Ревмоцентр», Москва
5ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии имени В. А. Насоновой», Москва

РЕЗЮМЕ
Введение. Антинуклеарные антитела (АНА) – гетерогенная группа органонеспецифических аутоантител к различным компонентам клеточного ядра 
и цитоплазмы. Исследование АНА в сыворотке крови с помощью непрямой реакции иммунофлюоресценции на HEp‑2 клетках (НРИФ-HEp‑2) служит 
эталонным скрининговым тестом для диагностики системных аутоиммунных ревматических заболеваний, лекарственной волчанки, аутоиммунных 
заболеваний печени, ювенильного хронического артрита. В повседневной клинико-лабораторной практике остаются нерешенными вопросы 
стандартизации НРИФ-HEp‑2, связанные с разработкой унифицированной формы отчета о результатах определения АНА данным методом, 
в том числе касающиеся оценки скрининговых и конечных титров АНА, кодировки типов свечения, порядка выполнения подтверждающих тестов.
Цель исследования. Разработать стандартную форму отчета о результатах исследования АНА методом НРИФ-HЕp‑2.
Материал и методы. Анкетирование 10 иммунологических и клинико-диагностических лабораторий с использованием опросника ICAP, 
адаптированного рабочей группой по стандартизации определения АНА методом НРИФ-HЕp‑2 комитета по иммунологии ассоциации 
специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация лабораторной медицины».
Результаты. Согласно результатам анкетирования 10 отечественных иммунологических и клинико-диагностических лабораторий по девяти 
актуальным вопросам, касающимся стандартизации отчета о результатах исследования АНА методом НРИФ-HЕp‑2, большинство участников 
опроса: используют скрининговое разведение сыворотки 1:160; указывают максимальный конечный титр АНФ; учитывают цитоплазматические 
типы свечения в качестве положительных или отрицательных результатов определения АНА в НРИФ-HEp‑2; идентифицируют типы свечения, 
включая использование АС-кодировки; считают обязательным проведение подтверждающих тестов для выявления АНА к отдельным ядерным 
антигенам у АНФ-положительных пациентов, но не представляют перечень данных исследований в бланке выдачи результатов; регистрируют 
титры АНФ для каждого из обнаруженных типов свечения отдельно; обозначают титры АНФ с помощью двоеточия; не дают клинической 
интерпретации полученных данных. На основе межлабораторного консенсуса с учетом рекомендаций ICAP и требований ГОСТ Р ИСО 
15189–2015 разработана модель унифицированного отчета о результатах исследования АНА методом НРИФ-HЕp‑2.
Выводы. Для обеспечения качества взаимодействия клинико-диагностических и иммунологических лабораторий с клиническими 
подразделениями ЛПУ необходимо внедрение в практику унифицированного отчета о результатах исследования АНА методом НРИФ-
HЕp‑2, разработанного на основе современных клинических рекомендаций и межлабораторного консенсуса.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антинуклеарные антитела, непрямая реакция иммунофлюоресценции, HEp‑2 – клетки, титры, типы свечения, 
номенклатура, подтверждающие тесты, отчет о результатах исследования, стандартизация.
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SUMMARY
Background. Antinuclear antibodies (ANA) are a group of antibodies that target nuclear and cytoplasmic antigens. Testing for ANA using an 
immunofluorescence assay (IFA) on HЕp‑2 cell (IFA-HEp‑2) is a screening test for the diagnosis of systemic autoimmune rheumatic diseases, drug-
induced lupus erythematosus, autoimmune liver diseases, juvenile idiopathic arthritis. In routine ANA testing final report forms bears important, 
but unstandardized variables (e. g., screening and final titers of ANA, coding of glow types, the procedure for performing confirmatory tests).
Aim of the study. Develop a standard report form for IFA-HEp‑2 testing results.
Material and methods. Survey of 10 immunological and clinical diagnostic laboratories using the ICAP questionnaire adapted by the Working 
Group on Standardization of the definition of ANA by the IFA-HEp‑2 method (Committee on Immunology of the Association ‘Federation of 
Laboratory Medicine’).
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Введение
Антинуклеарные антитела (АНА) – гетерогенная груп-

па органонеспецифических аутоантител к различным 
компонентам клеточного ядра и цитоплазмы (антитела 
к двуспиральной-дс-ДНК, гистонам, нуклеосомам, экс-
трагируемым ядерным антигенам – Sm, U 1 рибонуклео-
протеину, Ro/SSA, La/SSB, Scl‑70, Jo‑1, рибосомальному 
белку Р, ядрышковым антигенам и другим клеточным 
структурам) [1, 2]. Рекомендуется двухэтапная стратегия 
определения АНА в сыворотке крови: на первом этапе 
осуществляется скрининг АНА в непрямой реакции им-
мунофлюоресценции (НРИФ) при использовании в ка-
честве субстрата HЕp‑2 клеток (эпителиальных клеток 
рака гортани человека) (НРИФ-HЕp‑2); на втором этапе 
пациентам с положительными результатами НРИФ-HEp‑2 
выполняются подтверждающие («рефлекс», каскадные) 
тесты, которые идентифицируют специфические антитела 
к отдельным ядерным антигенам с помощью иммунофер-
ментного анализа (ИФА), иммуноблота (ИБ), флюоресцент-
ного, хемилюминесцентного и мультиплексного иммунного 
анализа (ФИА, ХЛИА, МИА) [2, 3–6]. Исследование АНА 
методом НРИФ-HEp‑2 служит эталонным скрининго-
вым тестом для диагностики системных аутоиммунных 
ревматических заболеваний (САРЗ), лекарственной вол-
чанки, аутоиммунных заболеваний печени, ювенильно-
го хронического артрита [1, 7]. При определении АНА 
в НРИФ на HEp‑2 клетках либо на криостатных срезах 
печени / почек крыс (мышей), их традиционно обозна-
чают как антинуклеарный фактор (АНФ). Применение 
стандартизованных HEp‑2-клеток в качестве субстрата 
предпочтительнее, так как позволяет существенно повы-
сить чувствительность метода и описать различные типы 
свечения ядра и цитоплазмы [2]. НРИФ-HEp‑2 имеет ряд 
известных ограничений, включая субъективную оценку 
результатов теста, длительное обучение персонала для 
дифференцировки типов свечения, отсутствие квалифи-
цированной экспертной оценки, полуколичественный учет 
результатов теста в титрах, недостаточную стандартизацию 
субстратов, реагентов и микроскопической техники, фото-
обесцвечивание препаратов, методические различия, что 
приводит к внутри- и межлабораторной вариабельности 
полученных данных [8]. Перспективным направлением 
стандартизации и улучшения воспроизводимости иссле-
дования АНА методом НРИФ-HЕp‑2 является применение 
автоматизированных систем визуализации и интерпре-

тации клеточных иммунофлюоресцентных тестов [9]. 
Важную роль в стандартизации НРИФ-HЕp‑2 играет раз-
работанная Международным консенсусом по паттернам 
АНА (International consensus on ANA patterns, ICAP) новая 
номенклатура типов ядерного, цитоплазматического и ми-
тотического свечения, включающая 30 вариантов «анти-
клеточных» (anti-cell, АС) паттернов с АС‑0 по АС‑29 [6, 
10, 11]. В условиях повседневной клинической практики 
остаются нерешенными вопросы стандартизации НРИФ-
HEp‑2, связанные с разработкой унифицированной формы 
отчета о результатах определения АНА данным методом, 
в том числе касающиеся скрининговых и конечных титров 
обнаружения АНА, «АС»-кодировки типов свечения, по-
рядка выполнения подтверждающих тестов [12].

Цель исследования: разработать стандартную форму 
отчета о результатах исследования АНА методом НРИФ-
HЕp‑2 на основе межлабораторного консенсуса с учетом 
отечественных и международных рекомендаций.

Материал и методы
C января по июнь 2022 года было проведено анкетиро-

вание с использованием опросника ICAP [12], адаптиро-
ванного рабочей группой по стандартизации определения 
АНА методом НРИФ-HЕp‑2 комитета по иммунологии 
ассоциации специалистов и организаций лабораторной 
службы «Федерация лабораторной медицины». Опросник 
включал следующие пункты.
1.	 Какое скрининговое разведение сыворотки следует 

использовать при определении АНА в НРИФ-HЕp‑2?
2.	 До какого разведения необходимо титровать сыворотку?
3.	Учитывать ли цитоплазматические типы свечения?
4.	 Имеет ли значение для клиницистов указание типа 

свечения?
5.	 Нужно ли применять кодировку типов свечения 

по ICAP при выдаче результатов?
6.	Обязательно ли представлять в отчете необходимость 

выполнения и перечень подтверждающих (каскадных, 
рефлекс-тестов) исследований при положительных 
результатах определения АНФ?

7.	 Как указывать титр АНФ при различной интенсивности 
свечения нескольких паттернов?

8.	 Как лучше указывать титр АНФ (используя двоеточие 
[1:160] или косую разделительную [1/160])?

Results. According to the results of a survey: most of the participants use a screening dilution of serum 1:160; indicates the maximum end titer of 
antinuclear factor (ANF), cytoplasmic staining; identifies staining types (including AC encoding); considers it mandatory to make confirmatory 
tests to detect ANA to individual nuclear antigens in ANF-positive patients, but does not provide a list of this tests in the results form; describes 
ANF titer for each of the detected glows separately; designates ANF titers using a colon and does not give a clinical interpretation of the results. 
Based on interlaboratory consensus, ICAP recommendations and the requirements of ISO 15189, the standard report form for IFA-HEp‑2 testing 
results was developed.
Conclusions. To achieve high quality of interaction between clinical diagnostic/immunological laboratories and clinical departments of health 
care facilities, it’s necessary to introduce into practice a standard form for IFA-HEp‑2 testing results, developed relying on modern clinical 
recommendations and interlaboratory consensus.
KEYWORDS: antinuclear antibodies, indirect immunofluorescence assay, HEp‑2 cells, titers, immunofluorescence patterns, nomenclature, 
confirmatory tests, test results report, standardization.
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9.	 Нужно ли в комментариях на бланке выдачи результатов 
анализа описывать клинические состояния, которым 
соответствуют обнаруженные паттерны АНФ?

В анкетировании приняли участие специалисты 10 
иммунологических и клинико-диагностических лабора-
торий – Московского клинического научно-практического 
центра имени А. С. Логинова (Москва); Научно-исследова-
тельского института ревматологии имени В. А. Насоновой» 
(Москва); Первого Санкт-Петербургского государственного 
медицинского университета имени академика И. П. Пав-
лова (Санкт-Петербург); Главного военного клинического 
госпиталя имени академика Н. Н. Бурденко (Москва); 
Центрального НИИ эпидемиологии (Москва); ГКБ имени 
В. М. Буянова (Москва); Пензенской областной клиничес-
кой больницы имени Н. Н. Бурденко (г. Пенза); ООО «ИН-
ВИТРО СПб» (Санкт-Петербург); ООО «Лаборатория 
Гемотест» (Москва); ООО «Ревмоцентр» (Москва).

Результаты
Основные результаты анкетирования 10 лабораторий 

с использованием опросника, касающегося стандартизации 
отчета о результатах определения АНА методом НРИФ-HEp‑2, 
представлены в таблице. Как из нее следует, 9 (90 %) лабо-
раторий используют в качестве скринингового титр 1:160, 
1 (10 %) лаборатория – 1:80. 8 (80 %) лабораторий указыва-
ют в бланке выдачи результатов максимальный конечный 
титр АНФ, проводя разведение сыворотки до прекращения 
флюоресценции, причем одна из них – до 1:20 480. 1 (10 %) 
лаборатория осуществляет конечное разведение сыворотки 
до 1:1280, 1 (10 %) – до 1:2560. 9 (90 %) респондентов учиты-
вают цитоплазматические типы свечения как положительные/
отрицательные результаты определения АНА в НРИФ-HEp‑2.

Все (100 %) участники опроса обязательно идентифи-
цируют типы свечения при исследовании АНА методом 
НРИФ-HEp‑2, считая оценку паттернов АНФ клинически 
значимой. 8 (80 %) лабораторий применяют АС-кодировку 
типов свечения; 2 (20 %) – не используют. 8 (80 %) анкети-
руемых лабораторий полагают необходимым выполнение 

подтверждающих тестов (ИФА, ИБ и др.) для выявления 
антиген-специфических АНА у АНФ-положительных паци-
ентов, однако лишь 3 (37,5 %) из 8 лабораторий представляют 
перечень данных исследований в бланке выдачи результатов 
определения АНА методом НРИФ-HEp‑2. Следует под-
черкнуть, что 2 (20 %) из 10 участников опроса не считают 
обязательным проведение подтверждающих тестов. При 
разной интенсивности нескольких типов свечения АНФ, 
одновременно присутствующих у ряда пациентов, 6 (60 %) 
лабораторий указывают титры для каждого паттерна отдельно, 
в то время как 4 (40 %) лаборатории отмечают титр только 
основного, наиболее выраженного типа свечения. 7 (70 %) 
лабораторий представляют титр АНФ, используя двоеточие 
(1:160), 2 (20 %) – косую разделительную (1/160), 1 (10 %) – 
оба данных варианта. В комментариях к исследованию АНА 
методом НРИФ-HEp‑2 на бланке выдачи результатов анализа 
3 (30 %) лаборатории самостоятельно описывают клинические 
состояния, которым соответствуют обнаруженные паттерны 
АНФ; 4 (40 %) лаборатории не интерпретируют клиническое 
значение данного теста, 3 (30 %) лаборатории затруднились 
ответить на указанный пункт опросника.

На основе межлабораторного консенсуса с учетом 
требований ГОСТ Р ИСО 15189–2015 была разработана 
модель унифицированного отчета о результатах исследо-
вания АНА методом НРИФ-HЕp‑2 (см. рис.).

Обсуждение
Таким образом, согласно результатам анкетирования 

10 отечественных иммунологических и клинико-диагно-
стических лабораторий по 9 актуальным вопросам, касаю-
щимся стандартизации отчета о результатах исследования 
АНА методом НРИФ-HЕp‑2, большинство участников 
опроса: используют скрининговое разведение сыворот-
ки 1:160; указывают максимальный конечный титр АНФ; 
учитывают цитоплазматические типы свечения в качестве 
положительных или отрицательных результатов опреде-
ления АНА в НРИФ-HEp‑2; идентифицируют типы све-
чения, включая использование АС-кодировки; считают 
обязательным проведение подтверждающих тестов для 

Таблица
Результаты анкетирования с использованием опросника по стандартизации отчета  

о результатах определения АНА методом НРИФ-HEp‑2

Учреждение
Скрининговое 

разведение 
сыворотки

Конечное разведение 
сыворотки

Учет 
цитоплазматических 
типов свечения как 

АНФ+ или АНФ–

Указание 
типа 

свечения 
имеет 

значение

АС-
кодировка 

типа 
свечения

Подтверждающие 
тесты

МКНЦ им. А. С. Логинова ДЗМ 1:160 1:2560 Да Да Да Да

НИИР им. В. А. Насоновой 1:160 Пока не прекратится свечение Да Да Да Да

ПСПб ГМУ им. акад. И. П. Павлова 1:160 Пока не прекратится свечение Да Да Да Да

ГВКГ им. Н. Н. Бурденко МО РФ 1:160 Пока не прекратится свечение Да Да Да Да

ЦНИИ Роспотребнадзора 1:80 Пока не прекратится свечение Да Да Нет Нет

ГКБ им. В. М. Буянова 1:160 Пока не прекратится свечение Нет Да Нет Да

ПОКБ им. Н. Н. Бурденко 1:160 Пока не прекратится свечение Да Да Да Да

ИНВИТРО СПб 1:160 1:20 480 Да Да Да Нет

Лаборатория Гемотест 1:160 Пока не прекратится свечение Да Да Да Да

Ревмоцентр 1:160 1:1280 Да Да Да Да
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выявления АНА к отдельным ядерным 
антигенам у АНФ-положительных па-
циентов, но не представляют перечень 
данных исследований в бланке выдачи 
результатов; регистрируют титры АНФ 
для каждого из обнаруженных типов 
свечения отдельно; обозначают титры 
АНФ с помощью двоеточия; не дают 
клинической интерпретации получен-
ных данных. Международной группой 
экспертов были проанализированы от-
веты на опросник ICAP, полученные 
из 118 лабораторий 68 стран [12]. От-
мечено, что основная часть респон-
дентов (79 %) проводят скрининг АНА 
в НРИФ-HЕp‑2 в титре 1:80 и лишь 
26 % лабораторий – с последующим 
скрининговым разведением сыворот-
ки до 1:160. 15 % участников опроса 
используют в качестве конечного ти-
тра АНФ разведение сыворотки 1:640, 
38 % – 1:1280, 17 % – 1:2560, 16 % – 
1:5120, 9 % – 1:10 240. 55 % лабораторий 
рассматривают результаты выявления 
изолированного цитоплазматического 
свечения в НРИФ-HЕp‑2 как АНФ-
положительные, 33 % – как отрицатель-
ные. Большинство (82 %) респондентов 
подчеркивают необходимость и кли-
ническую информативность оценки 
типов свечения при исследовании АНА 
методом НРИФ-HEp‑2, однако, в от-
личие от наших данных, только 27 % 
лабораторий применяют АС-кодировку 
ICAP для обозначения паттернов АНФ. 
Половина (51 %) опрошенных лабо-
раторий самостоятельно выполняют 
подтверждающие рефлекс-тесты (без 
нового врачебного направления на ис-
следование) или последовательные 
каскадные тесты (после нового на-
значения лечащего врача) с помощью 
твердофазных методов иммунного ана-
лиза (ИФА, ИБ и др.) для обнаружения 
антител к отдельным ядерным и цито-
плазматическим антигенам у пациен-
тов с положительными результатами 
определения АНА в НРИФ-HЕp‑2.

Противоречивость ответов на во-
просы анкеты ICAP, касающиеся 
скрининговых и конечных титров об-
наружения АНА, применения «АС»-
кодировки для оценки типов свечения, 
необходимости проведения подтверж-
дающих тестов, зарубежные эксперты 
связывают с отсутствием национальных 
рекомендаций по тестированию АНА 
методом НРИФ-HЕp‑2 в 81 % стран, 

участвовавших в данном опросе [12]. Согласно отечественным и зарубежным 
рекомендациям, скрининговое разведение сыворотки 1:160 отражает опти-
мальное соотношение диагностической чувствительности и диагностической 
специфичности метода определения АНА с помощью НРИФ-HЕp‑2 и позво-
ляет идентифицировать 95 % больных САРЗ и 95 % здоровых лиц [1, 6, 7, 12, 
13]. В клинических рекомендациях представлена научно обоснованная точка 
зрения о необходимости указания в бланке выдачи результатов НРИФ-HЕp‑2 
максимального конечного титра АНФ, полученного при разведении сыворотки 
до прекращения флюоресценции [1, 5, 7, 13]. Однако в реальной клинической 
практике в связи с отсутствием корреляции большинства паттернов АНА, кроме 
гомогенного, с активностью САРЗ рекомендуется использовать конечный титр, 
не превышающий 1:640–1:1280 [12]. В рекомендациях по определению АНА 
методом НРИФ-HEp‑2 подчеркивается важность учета цитоплазматического 
типа свечения как положительного или отрицательного результата теста [6, 12]. 
В частности, особое значение имеет выявление антимитохондриальных антител 
(АС‑21) при первичном билиарном холангите, антител к рибосомальному белку 
Р (АС‑19) при системной красной волчанке, антисинтетазных антител (АС‑19 
и АС‑20) при идиопатических воспалительных миопатиях. Большинство (80 %) 
исследователей придерживаются современных рекомендаций, согласно которым 
указание паттернов иммунофлюоресценции важно для клиницистов, так как 
тип свечения в НРИФ-HEp‑2 отражает присутствие различных субтипов АНА, 
специфичных для ряда САРЗ, что позволяет обоснованно назначать спектр под-
тверждающих (каскадных, «рефлекс-») тестов с использованием твердофазных 
методов иммунного анализа (ИФА, иммуноблот, ХЛИА, МИА) при наличии со-
ответствующих клинических признаков [1, 6, 12]. По мнению небольшого числа 
(10 %) клиницистов, идентификация типов свечения имеет ограниченное диагно-
стическое значение, поскольку при положительных результатах скринингового 
определения антинуклеарных АНА в НРИФ-HEp‑2 врачи часто назначают под-
тверждающие исследования для определения антител к экстрагируемым ядерным 
антигенам и другим антиген-специфическим АНА, ориентируясь на клинические 
проявления заболевания и титры АНФ, а не на паттерны иммунофлюоресценции, 
оценку которых они считают субъективной [12]. В унифицированной форме отчета 
о результатах тестирования АНА в НРИФ-HEp‑2 настоятельно рекомендуется 
указывать типы ядерного, цитоплазматического и митотического свечения (АС1-
АС29) по классификации ICAP, что необходимо для стандартизации определения 
АНФ, навигации по сайту ICAP (www.ANApatterns.org), участия в программах 
внешней оценки качества результатов исследования [6, 12]. В случае обнару-
жения у пациента АНФ лаборатория должна предоставить перечень подтверж-
дающих тестов, необходимых для исследования антиген-специфических АНА 
с применением твердофазных методов иммунного анализа (ИФА, иммуноблот, 
ХЛИА, МИА), в зависимости от обнаруженного типа свечения [6, 12]. В бланке 
отчета о результатах определения АНА методом НРИФ-HEp‑2 рекомендуется 
указывать конечные титры для каждого из выявленных паттернов АНФ в от-
дельности при их различной интенсивности (например, ядерное гомогенное 
свечение – АС‑1–1:1280, цитоплазматическое свечение Гольджи – АС‑22–1:160) 
[12]. Допускается указывать титры АНФ, используя как двоеточие (предпочти-

Рисунок. Модель унифицированного отчета о результатах исследования АНА методом 
НРИФ-HЕp‑2.
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тельнее), так и косую разделительную [12]. В комментарии 
к результатам исследования АНА в НРИФ-HEp‑2 должна 
содержаться информация о том, что корректная интерпре-
тация теста может проводиться только лечащим врачом 
с учетом клинической картины заболевания [12].

Модель унифицированного отчета о результатах опре-
деления АНА методом НРИФ-HEp‑2, разработанная нами 
на основе межлабораторного консенсуса с учетом требо-
ваний ГОСТ Р ИСО 15189–2015, согласуется с рекомен-
дациями ICAP, за исключением пункта о необходимости 
предоставления списка подтверждающих исследований для 
анализа антиген-специфических АНА у АНФ-позитивных 
пациентов (в большинстве отечественных лабораторий 
эти тесты выполняются после их назначения лечащим 
врачом в зависимости от типа свечения АНФ и клини-
ческих данных).

Заключение
Для обеспечения качества взаимодействия клинико-

диагностических и иммунологических лабораторий с кли-
ническими подразделениями ЛПУ необходимо внедрение 
в практику унифицированного отчета о результатах ис-
следования АНА методом НРИФ-HЕp‑2, разработанно-
го на основе современных клинических рекомендаций 
и межлабораторного консенсуса по вопросам, касающимся 
скрининговых и конечных титров АНА, «АС» – номенкла-
туры типов свечения, необходимости проведения и перечня 
подтверждающих тестов.
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