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В данной статье представлены результаты обширных доклинических испытаний наборов реагентов 
«Тест-SRY» и «Тест-RHD» производства компании «ТестГен» для раннего неинвазивного определения пола 
и резус-фактора плода по крови беременной женщины. Проведён анализ данных, полученных в ходе мульти-
центрового исследования на базе 11 лабораторий. В исследовании приняло участие 1817 беременных жен-
щин, 1006 были проанализированы по полу плода и 811 – по резус-фактору плода (все женщины, участво-
вавшие в анализе резус-фактора плода, сами имели отрицательный резус-фактор). Установлены показатели: 
диагностическая точность, чувствительность, специфичность, положительная прогностическая ценность, 
отрицательная прогностическая ценность, а также доли ложноположительных и ложноотрицательных ре-
зультатов.
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В настоящее время бурно развиваются 
методы неинвазивной пренатальной диа-
гностики (НИПД) [2, 4], основанные на 
анализе плодного материала, попадающе-
го в материнский кровоток. Несомненно, 
доступ к генетической информации плода 
на раннем сроке беременности без риска 
и без неприятных процедур для матери 
и ребенка открывает огромные возмож-
ности для диагностики состояний и пато-
логий плода.

«Тест-RHD» (производство ООО «Тест-
Ген», Россия) разработан для определения 
резус-фактора плода у резус-отрицатель-
ных женщин с целью выявления риска раз-
вития резус-конфликта и его обоснованной 
профилактики [8]. Сегодня во многих стра-
нах мира, и в России в том числе, предпола-
гается введение анти-D-иммуноглобулина 
всем резус-отрицательным беременным 
женщинам в профилактических целях сни-
жения риска гемолитической болезни ново-
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рожденных в текущей и последующих бе-
ременностях. Стоимость иммуноглобулина 
достаточно высока, некоторые производи-
тели получают его из препаратов донорской 
крови, что является небезопасным для жен-
щин. Кроме того, сама процедура введения 
иммуноглобулина может сопровождаться 
нежелательными побочными эффектами: 
развитие реакции гиперчувствительности, 
анафилактический шок, артралгии и др. Од-
нако, так как около 40 % резус-отрицатель-
ных беременных женщин на самом деле 
носят резус-отрицательный плод, рутин-
ное тестирование вкфДНК (внеклеточной 
фетальной ДНК) предотвращает излишнее 
использование анти-D-иммуноглобулина 
в этих случаях [5, 14, 17].

Основная цель определения пола плода 
на сроке от 7 недель беременности – удов-
летворение интереса родителей. Кроме 
того, «Тест-SRY» (производства компании 
ООО «ТестГен», Россия) актуален при не-
обходимости выявления угрозы развития 
заболеваний, сцепленных с полом, что от-
крывает не только большие диагностиче-
ские, но и терапевтические возможности 
[11]. Определение пола плода может быть 
полезным при назначении специальной 
терапии плода на этапе внутриутробного 
развития, например, для лечения некото-
рых эндокринных расстройств, таких как 
врожденная дисфункция коры надпочечни-
ков [9]. Традиционные инвазивные методы, 
применяемые для выявления заболеваний, 
сцепленных с полом, имеют высокие риски 
и не могут быть выполнены до 11 недель 
беременности, а по результатам УЗИ пол 
может быть определён лишь с 11 недели, 
что связано с развитием наружных половых 
органов [15].

Материалы и методы исследования
В данное исследование включены результаты 

двухлетней работы 11 государственных и частных 
лабораторий (табл. 1). Всего в исследовании приня-
ло участие 1817 беременных женщин, для 1006 из 
которых было проведено тестирование вкфДНК с це-
лью выявления гена SRY и 811 женщин были резус-
отрицательными и исследовались на установление 
резус-фактора плода, отрицательный резус-фактор 
у беременных был определен серологически. Все-
ми женщинами было подписано информированное 
согласие на выполнение данных исследований. Все 
женщины имели одноплодную беременность и бе-
ременность подтверждалась на УЗИ, генетическое 
исследование проводили в период первого и второ-
го триместров беременности. Протоколы выделения 
вкфДНК и последующей ПЦР-амплификации были 
стандартизированы во всех медицинских учреждени-
ях, участвующих в данном исследовании.

Подготовка образцов. Свежие образцы веноз-
ной крови собирались в пробирки объемом 8 мл 
с ЕDТA-антикоагулянтом, плазму отделяли от кле-

ток путем центрифугирования при низкой скорости: 
2500–3000 g в течение 10 минут, с последующим 
разделением плазмы и фрагментов клеток путем 
центрифугирования при 16000 g в течение 15 минут. 
Эти процедуры производились не позднее чем через 
24 часа от момента отбора крови у беременной жен-
щины с целью сокращения доли материнской ДНК 
в плазме, высвобождающейся из лейкоцитов. Супер-
натант отбирали в стерильные, свободные от ДНК 
пробирки и далее проводили непосредственно про-
цедуру выделения вкфДНК.

Выделение внеклеточной циркулирующей фе-
тальной ДНК из плазмы крови беременной мате-
ри. Из всех образцов плазмы беременных женщин, 
участвующих в данном исследовании, была выделе-
на вкфДНК с использованием набора для выделения 
ДНК из плазмы «ДНК-Плазма-2» (производство ООО 
«ТестГен», Россия). Исключение составили исследо-
вания, проводимые в одной из лабораторий (см. дан-
ные ниже).

Выявление резус-фактора плода, обнаружение 
гена RHD методом ПЦР в режиме реального вре-
мени (ПЦР-РВ). С целью повышения специфично-
сти анализа ПЦР-амплификацию проводили по трем 
разным регионам гена RНD (экзоны 6, 7, 10). Для 
определения RНD состояния плода ПЦР проводили 
с использованием набора «Тест-RHD» (производство 
ООО «ТестГен», Россия), данный набор содержит все 
необходимые для реакции буферы, ферменты, dNTP, 
специфические праймеры для амплификации каж-
дого из выбранных экзонов и специфичные для них 
флуоресцентно меченные зонды. ПЦР-РВ проводили 
на различных ПЦР амплификаторах (ДТ96 и ДТ-Lite 
производство «ДНК-Технология», Россия, IQ5 и CFX 
от Bio-Rad, США, Rotor-Gene 6000 от Corbett Life 
Science, США). Конечный объем реакционной смеси 
составлял 20 мкл. Протокол амплификации (в соот-
ветствии с инструкцией) – 95 °С в течение 5 минут, 
затем 50 циклов 94 °С в течение 10 секунд и 62 °С 
в течение 50 секунд. Параллельно проводили реак-
цию амплификации гена GAРDH с целью контроля 
выделения ДНК и прохождения ПЦР. Отрицатель-
ный контроль и положительный контроль – RHD-
положительная геномная ДНК (присутствует в на-
боре «Тест-RHD» (ООО «ТестГен», Россия), были 
включены в каждую реакцию.

Обнаружение гена SRY – маркера Y-хромосомы 
методом ПЦР-РВ. По аналогии с выявлением гена 
RНD исследование полученных образцов вкфДНК 
проводили по гену SRY – маркеру Y-хромосомы, 
с применением набора «Тест-SRY» (ООО «ТестГен», 
Россия). Набор также содержал все необходимые 
для реакции буферы, ферменты, dNTP, специфиче-
ские праймеры и флуоресцентно меченные зонды 
для локусов гена SRY. ПЦР-РВ проводили на тех же 
ПЦР-амплификаторах. Конечный объем реакционной 
смеси составлял 20 мкл. Протокол амплификации 
(в соответствии с инструкцией) – 95 °С в течение 
5 минут, затем 50 циклов 94 °С в течение 10 секунд 
и 62 °С в течение 50 секунд. Параллельно проводили 
амплификацию участка гена GAРDH с целью контро-
ля выделения ДНК. Отрицательный контроль и поло-
жительный контроль реакции также ставились (при-
сутствуют в наборе «Тест-SRY» (ООО «ТестГен», 
Россия)).

Статистический анализ. По результатам ис-
следования были определены чувствительность, 
специфичность, положительная прогностическая 
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ценность (PPV), отрицательная прогностическая цен-
ность (NPV), диагностическая точность. Эти пара-
метры были вычислены с использованием сведений, 
полученных после родов.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Для всех беременных, принявших уча-
стие в данном исследовании, были получе-
ны качественные результаты, отвечающие 

всем необходимым параметрам верного 
прохождения реакций (рисунок).

Из 1006 образцов, проанализирован-
ных по полу, в 59,24 % (596 обр.) ген SRY 
выявлен не был и в 40,76 % (410 обр.) был 
выявлен; по резус-фактору – из 811 проана-
лизированных образцов 80,39 % (652 обр.) 
оказались резус-положительными и 19,61 % 
(159 обр.) резус-отрицательными (табл. 1).

Таблица 1
Распределение образцов вкфДНК, принявших участие в исследовании 

по полу и резус-фактору плода

Всего Мал.  % Дев.  %
Исследования по полу плода 1006 410 40,76 596 59,24

Всего +  % –  %
Исследования по резус-фактору плода 811 652 80,39 159 19,61

а
Примеры положительных результатов ПЦР-амплификации в режиме реального времени:

а – «Тест-SRY» (ООО «ТестГен», Россия)
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б
Примеры положительных результатов ПЦР-амплификации в режиме реального времени:

б – «Тест-RHD» (ООО «ТестГен», Россия)

По результатам проведенного иссле-
дования «Тест-SRY» (производство ООО 
«ТестГен», Россия) имеет диагностическую 
точность 99,50 %. «Тест-RHD» (производ-
ство ООО «ТестГен», Россия) – 97,90 %. 
Чувствительность «Тест-SRY» составила 
99,03 %, а чувствительность «Тест-RHD» – 

98,47 %. Количество ложноположительных 
результатов «Тест-SRY» составило 1 (PPV: 
99,76 %) и ложноотрицательных 4 (NPV: 
99,33 %) (табл. 2, 3). Количество ложнопо-
ложительных результатов «Тест-RHD» – 7 
(PPV: 98,93 %)* и ложноотрицательных – 10 
(NPV: 93,71 %)** (табл. 2, 3).

Таблица 2
Сводная таблица по результатам проведенного исследования

Анализ SRY Анализ RHD
Всего 1006 811
Выявлено 410 (40,76 %) 652 (80,39 %)
Не выявлено 596 (59,24 %) 159 (19,61 %)
Несовпадений среди выявленных 1 (0,24 %) 7 (1,07 %)*
Несовпадений среди невыявленных 4 (0,67 %) 10 (6,29 %)**
Всего несовпадений анализов 5 (0,50 %) 17 (2,10 %)
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Таблица 3
Основные общие аналитические характеристики 

использованных диагностических методик

Анализ SRY Анализ RHD
Диагностическая точность 99,50 % 97,90 %
Чувствительность 99,03 % 98,47 %
Специфичность 99,83 % 95,51 %
Доля ложноположительных результатов 0,10 % 0,86 %
Доля ложноотрицательных результатов 0,40 % 1,23 %
Положительная прогностическая ценность 99,76 % 98,93 %*
Отрицательная прогностическая ценность 99,33 % 93,71 %**

П р и м е ч а н и я :
*Во всех случаях ложноположительных результатов несоответствия были сняты путём прове-

дения генетических анализов детей после рождения, результаты показали наличие у них гена RHD.
** Все ложноотрицательные результаты были получены в одной и той же лаборатории, где ис-

пользовался метод выделения ДНК, не ориентированный на вкфДНК. Поэтому получение ложноо-
трицательных результатов мы связываем с отработкой этапа выделения ДНК.

Нами было проведено распределённое 
исследование по определению диагности-
ческой точности, чувствительности и спе-
ци фичности набора «Тест-RHD» (ООО 
«ТестГен», Россия) для неинвазивного опре-
деления резус-фактора плода на основе ана-
лиза вкфДНК, выделенной из плазмы крови 
резус-отрицательных беременных матерей. 
В данном исследовании приняло участие 
11 независимых лабораторий России и стран 
ближнего зарубежья (Казахстан и Украина), 
в нем участвовало 811 резус-отрицательных 
женщин. В проведенном нами исследовании 
диагностическая точность методики неин-
вазивного определения резус-фактора плода 
по крови беременной матери на сроках бе-
ременности от 9 недель составила 97,90 %, 
чувствительность использованной методики 
составила 98,47 %, специфичность – 95,51 %. 
Безусловно, диагностическая точность, чув-
ствительность и специфичность методики 
увеличиваются при увеличении срока бе-
ременности. Это обуславливается увеличе-
нием количества генетического материала 
плода в кровотоке матери. Так, по данным 
литературы, на сроке в 9 недель беременно-
сти лишь 1 % от всей свободно циркулирую-
щей внеклеточной ДНК является фетальной, 
а на сроке в 20 недель – около 7 % [12].

При сравнении полученных результатов 
с аналогичными зарубежными исследова-
ниями, очевидно, что полученные данные 
весьма схожи. Так, в одном из самых ран-
них сообщений по данному направлению, 
в статье Finning и соавт., диагностическая 
точность выбранной ими методики соста-
вила 97 %, в исследование были включены 
137 беременных первым ребенком женщин, 
фетальную ДНК авторам исследования уда-
лось достоверно проанализировать только 

на 11 неделе беременности [5]. Аналогич-
ные данные были получены и в исследова-
нии Hyland и др. в 2009 году [6].

В настоящем исследовании было по-
лучено 7 (0,86 %) ложноположительных 
результатов и 10 (1,23 %) ложноотрица-
тельных результатов. Это сопоставимо с ко-
личеством ложноположительных и ложно-
отрицательных результатов в аналогичных 
исследованиях. Так, например, у Sedrak 
и соавт. сообщается о двух ложноположи-
тельных результатах для методики выяв-
ления генотипа резус-фактора плода у 90 
D-отрицательных беременных женщин 
[18]. Javadi и соавт. сообщили об одном 
ложноположительном результате среди 72 
резус-отрицательных женщин на сроке от 
11 до 19 недель беременности [3].

Ложноположительные результаты могут 
быть объяснены тем, что генетически резус-
фактор у плода положительный, но каким-то 
образом функция гена подавлена или ограни-
чена, и серологически этот резус-фактор не 
определяется; также ложноположительные ре-
зультаты могут свидетельствовать о наличии 
в геноме у плода так называемого псевдогена 
RhD [10]. Небольшое количество ложнополо-
жительных результатов не приведёт к серьез-
ным клиническим проблемам, так только еще 
несколько матерей будет получать анти-RhD 
иммуноглобулин, а это на порядки меньше 
того количества беременных, которых сейчас 
необоснованно получают данную терапию.

В настоящем исследовании ложно-
отрицательные результаты были получены 
в 1,23 %. В аналогичных исследованиях при 
достаточно большой выборке участников 
исследования авторы также выявляли от 1 
до 2 % ложноотрицательных результатов. 
Это может быть связанно с нарушениями 
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гена GAPDH у матери, наличием точечных 
мутаций в гене RHD плода, индивидуально 
низким уровнем апоптоза клеток плода или 
присутствием в кровотоке матери ДНК пло-
да прошлой беременности (например, если 
предыдущая беременность была менее чем 
за 3 месяца до настоящей), деградация ДНК 
на этапе выделения или хранения, неустой-
чивость продуктов ПЦР и др. [6, 7]. Ложно-
отрицательные результаты клинически более 
значимы, так, необнаружение резус-положи-
тельного плода повлечет отсутствие имму-
нопрофилактики матери и может увеличить 
риск развития ГБПиН (геморрагической 
болезни плода и новорожденного) [16]. Не 
следует также исключать и развитие аутоим-
мунной реакции у D-отрицательной матери 
с D-отрицательным плодом, это возможно 
менее чем у 0,5 % таких беременных [10]. 
По результатам проведённых исследований 
стало очевидно, что применение неадапти-
рованных методов выделения внеклеточной 
ДНК является первостепенной причиной по-
лучения ложноотрицательных результатов.

Настоящее исследование определе-
ния пола плода при помощи набора «Тест-
SRY» показало точность и высокую на-
дежность разработанного анализа уже 
с 7 недели беременности. Диагностическая 
точность составила 99,50 %, чувствитель-
ность – 99,03 %, специфичность – 99,83 %. 
Это также весьма соотносится с данны-
ми, полученными в аналогичных работах. 
Так, в исследовании Zhao и Zou,Wataganara 
и соавт. и у Wright с соав. чувствительность 
составила от 89 до 97 % [1, 19, 20, 21], а 
в исследованиях Brojer и соавт. и Scheffer 
с соавт. диагностическая точность также 
была выше 99 % [13]. Эти расхождения мо-
гут быть связаны с различиями в способах 
выделения ДНК, с низкой концентрацией 
вкфДНК у разных беременных.

Заключение
Методики определения пола и резус-

фактора плода по крови беременной жен-
щины с применением наборов «Тест-SRY» 
и «Тест-RHD» (ООО «ТестГен», Россия) 
обладают высокими показателями диа-
гностической точности, чувствительности 
и специфичности; являются легкими, про-
стыми и надежными в исполнении и могут 
быть рекомендованы для применения в ру-
тинной лабораторной практике.
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