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Цель настоящей работы – разработка доступного теста для скрининга функциональной активности системы ком-
племента по классическому пути. Материалы и методы. В работе исследовали сыворотки крови 90 относительно 
здоровых лиц с избыточной массой тела (ИМТ >25) без метаболического синдрома. Иммуноферментный анализ функцио-
нальной активности системы комплемента по классическому пути проводили с использованием коммерческого набора. 
Реакцию лизиса эритроцитов барана, сенсибилизированных антителами (ЕА), оценивали турбидиметрически по сниже-
нию оптической плотности суспензии при длине волны 620 нм, степень лизиса определяли по калибровочному графику. 
Результаты. Разработан простой скрининг-тест для определения функциональной активности классического пути 
системы комплемента. Корреляционный анализ показал высокую степень сходимости результатов (r = 0,496), получен-
ных разными методами. Заключение. Скрининг-тест для определения функциональной активности классического пути 
системы комплемента является быстрым, информативным и доступным для рутинных исследований.
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A screening test for determining the functional activity of the complement system 
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The aim of this work was to develop an accessible test for screening the functional activity of the complement system classic pathway. 
Materials and methods. Blood serum from 90 relatively healthy, overweight (BMI>25) individuals without the metabolic syndrome 
was studied. Enzyme immunoassay of the complement system functional activity following the classic pathway was performed using a 
commercial kit. The lysis of antibody-sensitized sheep erythrocytes was evaluated turbidimetrically by a decrease in suspension optical 
density at a wavelength of 620 nm; the lysis intensity was determined by the calibration curve. Results. A simple screening test was de-
veloped to determine the functional activity of the complement classic pathway. A high degree of correlation (r = 0.496) was observed 
between results obtained by different methods. This screening test for evaluating the functional activity of classic complement system 
pathway is fast, informative, and available for routine research.
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Результаты исследования
Определение оптимальной концентрации эритро-

цитов барана для теста определения функциональной 
активности системы комплемента. Эритроциты ба-
рана (Е) 3 раза отмывали в вероналовом солевом бу-
фере (VBS2+) центрифугированием в течение 10 мин 
при 2800 об./мин. Проводили сенсибилизацию эритро-
цитов барана антителами кролика (ЕА) как описано в 
работе [5]. Строили график зависимости оптической 
плотности суспензии ЕА при длине волны 620 нм от 
концентрации. Для этого 1% суспензию ЕА прогрес-
сивно разводили в плоскодонной 96-луночной имму-
нологической планшете в объеме 50 мкл VBS2+. Объем 
доводили до 100 мкл тем же буфером. Тщательно пере-
мешивали и измеряли оптическую плотность на фото-
метре для иммуноферментного анализа при А620. 

Наблюдали линейную зависимость оптической плот-
ности суспензии эритроцитов от концентрации в растворе 
до 0,56 опт. ЕД при А620. Для теста определения функцио-
нальной активности классического пути активации систе-
мы комплемента нами выбрана концентрация эритроци-
тов барана, которая в объеме 100 мкл в лунке 96-луночно-
го планшета дает оптическую плотность, равную 0,56, что 
соответствует концентрации эритроцитов 1,5 × 108 кл./мл.  
Для определения степени лизиса эритроцитов использо-
вали калибровочный график, в котором степень лизиса 
эритроцитов оценивали по снижению оптической плот-
ности при длине волны 620 нм. За 0% лизиса принимали 
оптическую плотность контроля ЕА на спонтанный лизис 
(50 мкл ЕА + 50 мкл VBS2+), соответственно за 100% ли-
зиса ЕА принимали оптическую плотность контроля на 
полный лизис ЕА (50 мкл ЕА + 50 мкл Н2О). 

Калибровочный график позволяет определять степень 
лизиса эритроцитов в процентах по оптической плотно-
сти пробы без стадии центрифугирования и измерения 
гемоглобина в супернатанте и последующего расчета 
степени лизиса эритроцитов, что существенно упрощает 
анализ функциональной активности классического пути 
системы комплемента в рутинных исследованиях [6]. 

Титрование пулированной сыворотки крови человека 
для определения оптимальной концентрации сыворотки 
для комплемент-опосредованного лизиса ЕА показало, 
что степень лизиса от 10 до 80% зависит линейно от 
концентрации сыворотки в гемолитической системе при 
инкубации в течение 10, 15 и 30 мин. Для дальнейших 
исследований нами была использована 1% сыворотка в 
тест-системе, содержащей 0,75 × 108 кл./мл ЕА.

Максимальный лизис наблюдался в течение 10 мин. и 
при дальнейшей инкубации увеличение степени лизиса 
зависел от величины лизиса на 10-й минуте инкубации. 

Введение
Система комплемента является составляющей ча-

стью врожденного иммунитета и участвует, главным 
образом, в антибактериальной защите, индукции и 
усилении гуморального иммунного ответа, процес-
синге и элиминации образующихся иммунокомплек-
сов [1]. Это множество функций комплемента обе-
спечивается благодаря содружественному взаимодей-
ствию около 40 плазменных и мембранных белков, 
функционирующих по каскадному механизму и об-
ладающих протеолитической активностью [2]. В на-
стоящее время разработан тест определения функци-
ональной активности системы комплемента по клас-
сическому пути, основанный на иммуноферментном 
анализе [3].

Цель настоящей работы – разработка доступного для 
рутинных исследований скрининг-теста для определе-
ния функциональной активности системы комплемента 
по классическому пути.

Материалы и методы исследования
В работе исследовали сыворотки крови 90 относи-

тельно здоровых лиц (из них 48 (53%) женщин) с из-
быточной массой тела (ИМТ ˃ 25) без метаболическо-
го синдрома. Возраст обследованных составил от 40 до 
50 лет (45 ± 5). Участие в обследовании подтверждено 
письменным согласием и одобрено Этическим комите-
том ФГБУ «НМИЦ ПМ» Минздрава России (протокол 
№ 12 от 27.07.2017 г).

Забор крови осуществляли из локтевой вены по-
сле 14-часового голодания. В работе использовали ве-
ронал и мединал фирмы «Serva» (ФРГ), консервиро-
ванные эритроциты барана производства «ЭКОлаб»,  
г. Электрогорск (Россия), остальные реактивы ква-
лификации не ниже ч.д.а. – отечественного произ-
водства. Приготовление эритроцитов барана, сенси-
билизированных антителами кролика (ЕА), изотони-
ческого вероналового буфера, рН 7,4 (VBS), буфера, 
содержащего ионы Ca2+ и Мg2+ (VBS2+) описано в 
работе [4]. Иммуноферментный анализ функциональ-
ной активности системы комплемента по классиче-
скому пути с использованием коммерческого набора 
«EuroDiagnostica» (Швеция). 

Полученные данные были статистически обработаны 
с помощью компьютерной программы «Microsoft Excel 
2015» и надстройки «Attestat for Excel 12.0.5». При прове-
дении корреляционного анализа использовался коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена. Для всех видов анали-
за статистически значимыми считались значения p < 0,05.
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Проведены сравнительные исследования функциональ-
ной активности классического пути системы комплемента 
предлагаемым турбидиметрическим методом [6] и мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА).Для проверки 
достоверности полученных результатов проведена оценка 
корреляционных взаимосвязей методом регрессионного 
анализа, результаты которого представлены на рис. 1.

Таким образом, предлагаемый тест определения 
функциональной активности классического пути си-
стемы комплемента коррелирует с иммуноферментным 
анализом активности классического пути системы ком-
племента с высокой достоверностью при r = 0,496.

Заключение
Некоторые преимущества, связанные с новым 

скрининг-тестом, способствуют его использованию 
при диагностических скринингах большого количе-
ства образцов сыворотки: простота (одностадийность 
теста без центрифугирования), быстрота (10 мин. ин-
кубация для активации системы комплемента в тесте), 
высокая производительность (90 проб в каждой плаш-
ке может быть считано менее чем за 1 мин. ридером 
для ИФА), экономичность (требует меньше расхода 
реагентов и сыворотки), и оценка активности систе-
мы комплемента по калибровочному графику. Резуль-
таты, полученные с использованием данного теста, 
могут быть выражены или как процент активности по 
отношению к референтной пулированной сыворотке, 
или как конечная степень лизиса в процентах. 
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Рис. 1. Регрессионный анализ результатов определения функциональной активности классического пути системы комплемента с урав-
нением регрессии. По оси Х – в тесте турбидиметрии, % лизиса. По оси Y – методом ИФА, % активности. Пунктирными линиями указан 
интервал 95% предсказуемости.
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