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МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОТДЕЛЬНОЙ ПОПУЛЯЦИИ 
РЕВМАТОИДНОГО ФАКТОРА С ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫМИ 
СВОЙСТВАМИ 
Бедулева Л.В., Сидоров А.Ю., Абишева Н.Н., Гильманова Л.У., 
Горбушина А.Н.
ФГБОУ ВО «Удмуртский государственный университет», г. Ижевск, Удмуртская Республика, Россия

Резюме. Регуляторный ревматоидный фактор (регРФ) представляет собой отдельную популяцию рев-
матоидного фактора, имеющую потенциал использования в клинической диагностике, а лимфоциты, его 
продуцирующие,  – перспективная терапевтическая биомишень при аутоиммунных заболеваниях. По-
этому важно знать условия его надежного выявления у человека и лабораторных животных. Для выявле-
ния регуляторного ревматоидного фактора был использован метод агглютинации танизированных IgG-
нагруженных эритроцитов, так как данный метод выявляет только регуляторный ревматоидный фактор, 
в отличие от метода латекс фиксации, который выявляет и регуляторный ревматоидный фактор и клас-
сический ревматоидный фактор, ассоциированный с ревматическими заболеваниями. Обнаружено, что 
для определения уровня регРФ у крыс следует использовать свежую или замороженная сыворотку. В све-
жеполученной плазме крови крыс, стабилизированной гепарином, цитратом натрия или ЭДТА, регРФ не 
выявляется, что возможно связано с присутствием фибриногена, имеющего, как известно, сродство к IgG. 
Гепарин также самостоятельно затрудняет выявление регРФ у крыс. У человека регРФ надежно выявляет-
ся в плазме крови, стабилизированной цитратом натрия, предварительно замороженной. При использо-
вании сыворотки крови для выявления регРФ у человека в небольшом количестве случаев были получены 
ложно-отрицательные результаты. 
Ключевые слова: факторы иммунорегуляции, ревматоидный фактор, Fc-фрагменты IgG, плазма

DETECTION OF IMMUNOREGULATORY RHEUMATOID 
FACTOR
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Gorbushina A.N.
Udmurt State University, Izhevsk, Udmurt Republic, Russian Federation

Abstract. Regulatory rheumatoid factor (regRF) represents a separate rheumatoid factor population that might 
be potentially used for clinical diagnostics, whereas regRF-producing lymphocytes serve as a promising therapeutic 
target for autoimmune diseases. Hence, it is worth outlining conditions allowing to reliably detect regRF in humans 
and laboratory animals. The method of agglutination with tanned IgG-loaded red blood cells was used to measure 
level of regulatory rheumatoid factor, because it allows to identify solely regRF as compared to the latex fixation 
method detecting both the regulatory rheumatoid factor as well as the rheumatoid factor associated with rheumatic 
diseases. It was found that fresh or frozen serum should be used to detect regRF in rats. Freshly purified rat blood 
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plasma stabilized with heparin, sodium citrate or EDTA did not allow to detect regRF, potentially being linked to 
the presence of fibrinogen known to demonstrate IgG binding activity. In addition, heparin itself also complicates 
regRF detection in rats. In humans, regRF was reliably detected in pre-frozen plasma stabilized with sodium citrate. 
Finally, false-negative results were obtained in a small number of cases while using blood serum for detecting regRF 
in humans.

Keywords: immunologic factors, rheumatoid factor, immunoglobulin Fc fragments, plasma
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Введение
Ревматоидный фактор, первоначально опре-

деленный как патологические аутоантитела к 
IgG, выявляемые при ревматоидном артрите, 
оказался мультиспецифичными антителами, не-
которые из которых демонстрируют иммунорегу-
ляторные свойства [3, 4, 5]. Недавно нами было 
показано, что ревматоидный фактор, выявля-
емый методом агглютинации танизированных 
IgG-нагруженных эритроцитов, является фак-
тором негативной регуляции аутореактивности. 
Об этом свидетельствуют наличие ассоциации 
между продукцией данного ревматоидного фак-
тора и устойчивостью к развитию эксперимен-
тально-вызванных аутоиммунных заболеваний 
и их ремиссией [1], а также редукция симптомов 
коллаген-индуцированного артрита крыс в ответ 
на иммунизацию конформерами Fc-фрагментов, 
несущих эпитопы распознаваемые ревматоид-
ным фактором, выявляемым методом агглю-
тинации танизированных IgG нагруженных 
эритроцитов [6]. Сравнение специфичности рев-
матоидного фактора, выявляемого методом аг-
глютинации танизированных IgG нагруженных 
эритроцитов со специфичностью ревматоидного 
фактора, выявляемого методом латекс фиксации 
и ассоциированного с аутоиммунными патологи-
ями, показало, что ревматоидный фактор, выяв-
ляемый методом агглютинации танизированных 
IgG нагруженных эритроцитов, представляет со-
бой отдельную популяцию ревматоидного фак-
тора. Данная популяция ревматоидного фактора 
получила название регуляторный ревматоидный 
фактор (регРФ) [6, 7]. Исследование специфич-
ности регуляторного ревматоидного фактора 
показало, что он представляет собой поликло-
нальные антитела с двойной специфичностью. 
Индивидуальный паратоп регРФ специфичен 
к идиотипам антител, и уникален для каждой 
молекулы регуляторного ревматоидного факто-
ра [1]. Общий паратоп регРФ специфичен к не-
оэпитопам конформеров Fc-фрагментов IgG [6, 
7], и не связывается с нативным или измененным 
IgG, к которому специфичен ревматоидный фак-
тор, выявляемый при ревматических заболевани-
ях методом латекс фиксации. Механизм действия 
регРФ заключается в сдерживании экспансии 
активированных CD4 Т-лимфоцитов, которые 
он убивает посредством комплемент-зависимо-
го лизиса [8]. Так как регРФ-продуцирующие 
лимфоциты имеют перспективу использования 

в качестве биомишени для подавления патоло-
гических аутоиммунных реакций, а регРФ может 
иметь самостоятельное, отличное от патологиче-
ского ревматоидного фактора, выявляемого ме-
тодом латекс фиксации, клинико-диагностиче-
ское значение при аутоиммунных заболеваниях, 
то важно не допускать ошибок при определении 
уровня регРФ как у людей в ходе клинических 
лабораторных исследований, так и лабораторных 
животных в ходе экспериментальных исследова-
ний. Поэтому целью исследования было выяснить 
условия надежного выявления регРФ в крови.

Материалы и методы
Исследование уровня регРФ было проведено 

в крови интактных крыс (n = 20), здоровых лю-
дей (n = 13) и карантинизированной в течение 
6 месяцев плазме крови человека (n = 5). Пери-
ферическая кровь крыс была разделена на не-
сколько порций, в которые добавляли один из 
антикоагулянтов, используемых при рутинных 
лабораторных анализах крови (ЭДТА, цитрат 
натрия, гепарин), одна из порций служила для 
получения сыворотки. К образцам сыворотки 
также были добавлены антикоагулянты в тех же 
количествах, что и для получения плазмы крови. 
Образцы плазмы и сыворотки крови подвергали 
также замораживанию. Из крови человека полу-
чали плазму, стабилизированную цитратом на-
трия, или сыворотку, которые были немедленно 
заморожены и использованы для анализа в тече-
ние следующих 2 недель. Уровень регРФ в плаз-
ме или сыворотке крови определяли методом аг-
глютинации танизированных IgG-нагруженных 
эритроцитов. Для этого эритроциты человека 
группы 0, полученные с Республиканской стан-
ции переливания крови, фиксировали глутаро-
вым альдегидом, танизировали, нагружали IgG 
человека, либо крысы. Нагруженные эритроциты 
отмывали бычьим сывороточным альбумином, 
затем полученную 1,5% суспензию эритроцитов 
в объеме 50 мкл смешивали с 50 мкл сыворотки 
или плазмы крови предварительно раститрован-
ными с шагом 2. Реакцию агглютинации учиты-
вали через 3 часа. Для получения доказательств, 
что выявляемые антитела представляют собой 
регРФ, исследовали влияние на его связывание 
следующих антигенов: нативного гомологичного 
IgG, полученного щадящим методом осаждения 
сульфатом аммония и последующей эксклю-
зионной хроматографией, лиофилизированно-
го препарата гомологичного IgG (Equitech-Bio, 
США) и модифицированных Fc-фрагментов го-
мологичного IgG, несущих свободные SH группы 
в шарнирной области.
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Результаты
Сравнительный анализ уровня регРФ в све-

жих, не подвергавшихся замораживанию сыво-
ротках и свежих образцах плазмы крови крыс, 
полученных с использованием антикоагулянтов 
показал, что регРФ выявляется в свежей сыво-
ротке крови крыс (его титр варьировал в диапа-
зоне от 1:8 до 1:64) и почти не обнаруживается в 
свежей плазме крови крыс, полученной с добав-
лением к крови цитрата натрия, либо ЭДТА, либо 
гепарина (табл. 1).

Чтобы выяснить, антикоагулянт или белки 
плазмы крови, подвергающиеся изменению в 
ходе процесса свертывания крови, препятствуют 
выявлению регРФ в плазме крови, определение 
его уровня было проведено также в сыворотках 
крови, в которые были добавлены антикоагулян-
ты. В таблице 1 показано, что уровень регРФ в 
интактной сыворотке и в сыворотке с добавлени-
ем цитрата натрия или ЭДТА не отличается. Уро-
вень регРФ в сыворотке, содержащей гепарин в 
три раз ниже чем в интактной сыворотке. Следо-
вательно, гепарин добавленный в сыворотку кро-
ви крыс препятствует выявлению регуляторного 
ревматоидного фактора. Таким образом, белки 
плазмы крови, которые модифицируются при 
свертывании крови, мешают выявлению регуля-
торного ревматоидного фактора в свежей плазме 
крови крыс. Гепарин является самостоятельным 
фактором, препятствующим выявлению регуля-
торного ревматоидного фактора в крови крыс. 
Свежая плазма крови крыс не подходит для 
определения в ней регуляторного ревматоидно-

го фактора. Регуляторный ревматоидный фак-
тор был также исследован в сыворотках и плазме 
крови крыс, подвергнутых замораживанию при 
-20 °С в течение 7 дней. В сыворотке крови уро-
вень регРФ в ходе хранения не изменился. Замо-
раживание увеличило количество выявляемого 
регРФ в плазме, полученной с использованием 
цитрата натрия или ЭДТА, однако его уровни не 
достигли тех, что были выявлены в сыворотке 
крови (табл. 1). В плазме крови крыс, получен-
ной с добавлением гепарина, регРФ после замо-
раживания не определяется, также как и в свежей 
гепаринизированной плазме. Таким образом, 
замораживание плазмы, стабилизированной ци-
тратом натрия или ЭДТА, способствует выявле-
нию регРФ, но уровень остается ниже того, что 
выявляется в сыворотке. Boehm было показано, 
что фибриноген способен связывать с иммобили-
зованным IgG [2], поэтому можно предположить 
что в плазме крови связыванию регРФ с танизи-
рованными нагруженными IgG эритроцитами, а 
следовательно выявлению регРФ может мешать 
фибриноген, который связываясь с IgG иммоби-
лизованным на эритроцитах может экранировать 
эпитопы, распознаваемые регуляторным рев-
матоидным фактором. Замораживание плазмы 
может приводить к разрушению фибриногена и 
способствовать выявлению регРФ.

Сравнительный анализ уровня регРФ в сыво-
ротке крови и плазме крови здоровых людей, по-
лученной с использованием цитрата натрия, под-
вергнутых замораживанию, показал, что регРФ 
выявляется как в сыворотке, так и цитратной 
плазме, а также и карантинизированной плазме. 

ТАБЛИЦА 1. РЕГУЛЯТОРНЫЙ РЕВМАТОИДНЫЙ ФАКТОР В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ ИНТАКТНЫХ КРЫС 
И ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ
TABLE 1. REGULATORY RHEUMATOID FACTOR IN SERUM AND PLASMA OF INTACT RATS AND HEALTHY PEOPLE

Сыворотка
крови крыс

Rat serum

Плазма крови крыс
Rat plasma

Сыворотка крови крыс
Rat serum
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Свежая 
(среднее ± SD)
Fresh (mean ± SD)

32,8±19,7 1,4±2,5 1,5±1,3 5,2±4,5 10,4±20,6 31,0±25,7 38,6±25,7

Замороженная 
при -20 °С, 7 дней 
(среднее ± SD)
Frozen at -20 °С, 7 
days (mean ±SD)

37,3±21,1 2,0±4,9 16,4±14,1 16,2±7,1

Сыворотка 
крови 

человека
Human serum

Плазма крови здоровых людей, 
cтабилизированная цитратом 

натрия 
Plasma of healthy people, stabilized 

with sodium citrate

Карантинизированная плазма 
крови человека

Quarantined human blood plasma

(среднее ± SD)
(mean ± SD) 92,7±143,7 103,3±138,2 70,4±35,0
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Однако в нескольких образцах сыворотки регРФ 
не определялся не смотря на то, что в плазме кро-
ви, полученной от тех же людей, обнаруживался. 
Поэтому у людей, для избегания ложно отрица-
тельных результатов, выявление регРФ желатель-
но проводить не в сыворотке, а в плазме крови 
стабилизированной цитратом натрия.

Чтобы убедиться, что в плазме и сыворотках 
крови человека и сыворотках крыс был выявлен 
регРФ, а не другие антитела, был проведен 
анализ подавления реакции агглютинации 
гомологичными конформерами Fc-фрагментов 
IgG, нативным и лиофилизированным IgG. 
Выявлено, что конформеры Fc-фрагментов IgG 
подавляют, а нативный и лиофилизированный 

IgG не влияют на связывание сыворотки 
или плазмы крови с танизированными IgG-
нагруженными эритроцитами. Следователь-
но, выявляемые в реакции агглютинации 
танизированных IgG-нагруженных эритроцитов 
антитела как у крыс, так и человека являются ре-
гуляторным ревматоидным фактором.

Заключение
Для выявления регуляторного ревматоидно-

го фактора в крови крыс следует использовать 
свежую или замороженную при -20 °С сыворот-
ку крови. У людей выявление регРФ желательно 
проводит в прошедшей замораживание плазме 
крови, стабилизированной цитратом натрия.
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