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Анти-NMDA-рецепторный энцефалит – это синап-
тическое аутоиммунное заболевание, при котором 
IgG аутоантитела связываются с NR1-субъединицей 
NMDA-рецепторов, что приводит к обратимой интер-
нализации рецепторов с соответствующим уменьше-
нием глутаматных рецепторов и структурных белков 
синапсов. Такие изменения запускают патологиче-
ские процессы, лежащие в основе развития психи-
атрических и неврологических симптомов [1, 11]. 
Считается, что анти-NMDA-рецепторный энцефалит 
является наиболее распространенной формой ауто-
иммунных энцефалитов и поражает молодых людей 
в возрасте до 45 лет, преимущественно, женщин [18]. 
На начальных этапах этого заболевания чаще всего 
возникают психопатологические симптомы (галлю-
цинации, острый психоз и т.п.), которые сложно 
отличить от симптомов шизофрении и шизоаффек-
тивного расстройства. Поэтому необходимо прово-
дить скрининг для выявления данных антител в 
сыворотке крови пациентов с первым психотическим 
эпизодом при первичном обращении в психиатри-
ческие клиники. Такой подход позволит диагно-
стировать анти-NMDA-рецепторный энцефалит на 
ранней стадии развития и вносить патогенетически 
обоснованные коррективы в стратегию проводимой 
терапии.

Для обнаружения антител к NMDA-рецепторам 
могут использоваться клеточные анализы (Cell-
Based Assay – CBA) на культурах клеток, которые 
дают скорее качественную оценку. Такой подход 
предполагает применение как первичных культур 
нейронов, функционально экспрессирующих данные 
рецепторы, так и трансформированных клеточных 
линий, презентирующих различные части доменов 
рецепторов. Но такой способ анализа чрезвычайно 
затратный, требует квалифицированного персонала 

и дорогостоящего оборудования, к тому же, при их 
проведении не исключены ложноположительные 
результаты [16]. В последнее время стали приме-
няться иммуноферментные анализы (ELISA) обычно 
спинномозговой жидкости и сыворотки крови паци-
ентов c количественным определением антител к 
данным рецепторам, которые могут проводиться 
рутинно при заборе крови в момент поступления 
пациентов в клинику [20].

Предполагается, что антитела к NMDA-рецепторам 
могут связываться с различными эпитопами экстра-
целлюлярных доменов данных структур, так как 
in vivo только они находятся на клеточной поверх-
ности нейронов. T.Fukuyama и соавт. [6] синте-
зировали пептиды, содержащие внеклеточный и 
внутриклеточный домены GluN1 и GluN2B человека, 
которые затем использовали как антиген в иммуно-
ферментном анализе при исследовании спинномоз-
говых жидкостей пациентов и контрольной группы. 
R.Sharma и соавт. [19] создали рекомбинантный 
fusion белок, содержащий N-концевой домен NR1, 
который стабильно экспрессировался в клеточной 
линии 293T-ATD и связывал антитела к NMDA-
рецепторам из биологических жидкостей пациентов 
при CBA. Однако синтезированные пептиды (части 
доменов NMDA-рецептора) могут не содержать все 
возможные антигенные детерминанты, а способ 
СВА не всегда может быть доступным при рутинных 
клинико-диагностических исследованиях.

Таким образом, цель нашей работы – разработка 
тест-системы иммуноферментного анализа на основе 
рекомбинантного антигена (экстрацеллюлярных 
топологических доменов NR1-субъединицы NMDA-
рецептора) и скрининг сыворотки крови пациентов 
с первым психотическим эпизодом на наличие ауто-
антител к NMDA-рецепторам.
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Материалы и методы
Получение рекомбинантных белков. Два экстра-

целлюлярных топологических домена hGRIN1 (Ed1, 
Ed2) были определены с помощью базы данных 
UniProt (#Q05586 NMDZ1_HUMAN). Кодирующие 
их нуклеотидные последовательности определены 
с помощью базы данных GeneBank (NCBI Reference 
Sequence: NM_007327.3). 

Выделение полиA+мРНК было выполнено с 
помощью магнитных олиго-дT чаcтиц из биоптата 
мозга пациента, полученного в процессе нейрохи-
рургической операции. Синтез первой цепи кДНК 
осуществляли с помощью обратной транскриптазы 
M-MLV и 18-мерного олиго-дT праймера. Проверку 
получившегося кДНК проводили посредством 
ПЦР-амплификации убиквитарно экспрессируемого 
гена глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы. Фраг-
мент кДНК GRIN1, содержащий белок-кодирующую 
область соответствующей мРНК, был амплифици-
рован с применением ген-специфичных праймеров, 
комплементарных нужным последовательностям. 
Последовательность праймеров была определена с 
помощью программы Vector NTI Suite 9. 

Ампликоны был очищены от примесей методом 
препаративного электрофореза в агарозном геле и 
выделены из геля с использованием силика-спин 
микроколонок. Очищенный препарат использо-
вался в качестве матрицы в следующем раунде ПЦР. 
С целью последующего клонирования продукты 
реакции были реамплифицированы с использованием 
гнездных праймеров, содержащих синтетические 
сайты распознавания для эндонуклеаз рестрикции 
(BamHI и SalI). Амплификацию осуществляли в 
режиме горячего старта. Ампликоны были выделены 
методом препаративного электрофореза, дважды 
экстрагированы смесью фенол-хлороформ-изоами-
ловый спирт 25:-24:-1, осаждены, дважды промыты 
этанолом и высушены. Ампликоны были обрабо-
таны эндонуклеазами рестрикции BamHI и SalI и 
дефосфорилированы щелочной фосфатазой. Вектор 
pET-32a (Novagen) был обработан эндонуклеазами 
рестрикции BamHI и XhoI SalI и дефосфорилирован 
щелочной фосфатазой. Продукты с интересующей 
массой были выделены препаративным электрофо-
резом и очищены на силика-спин колонках.

Лигирование осуществляли при помощи ДНК-ли-
газы бактериофага T4. После инкубации препарат 
использовали при электропорации суспензии компе-
тентных клеток E. coli (штамм XL-1Blue). После 
часовой инкубации в среде SOC клетки были пере-
сеяны на чашки с плотной средой Luria-Bertani (LB), 
содержащих 50 мкг/мл ампициллина. Отбор и анализ 
рекомбинантов на присутствие и правильную ориен-

тацию вставки осуществляли методом ПЦР при 
помощи пары праймеров, комплементарных после-
довательности кодирующей области доменов hGRIN1 
и последовательности транскрипционного термина-
тора T7. Колонии, давшие продукт ожидаемой молеку-
лярной массы при электрофорезе, были использованы 
для выделения плазмид. Определение нуклеотидной 
последовательности осуществляли на автоматическом 
секвенаторе ABI3100 Genetic Analyzer.

Для экспрессии рекомбинантных доменов штамм 
E. coli (DE3 BL21) был трансформирован отобран-
ными плазмидами «кальциевым» методом. Для 
анализа эффективности экспрессии трансформи-
рованный штамм культивировали на шейкере в 
селективной среде (среда LB, содержащая 50 мкг/мл 
ампициллина) до достижения оптической плотности 
0,4 при 600 нм. Затем культуру индуцировали добав-
лением изопропил-бета-D-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ) и продолжали инкубацию, отбирая каждый 
час 1 мл суспензии. Бактерии осаждали центрифу-
гированием и хранили при -20оС. Анализ эффектив-
ности экспрессии осуществляли методом аналити-
ческого диск-электрофореза в полиакриламидном 
геле (ПААГ) в денатурирующих условиях с окра-
шиванием Кумасси G-250 и последующим денси-
тометрическим сканированием окрашенных гелей. 
Относительное содержание белка определяли с 
использованием системы визуализации GelDoc 
Go с ПО Image Lab (Bio-Rad Laboratories, США).  
Об эффективности судили по увеличению размеров 
бэнда с ожидаемой молекулярной массой (GRIN1_
ED1 – 79,1 кДа, GRIN1_ED2 – 33,3 кДа).

Препаративное выделение рекомбинантных 
белков. После получения штамма-продуцента 
бактерии наращивались в колбах в питательной 
среде (среда LB) в объеме 300,0 мл до достижения 
OD 600=0,4–0,6. Далее вносили индуктор экспрессии 
ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ и продол-
жали культивирование в течение 4-х часов, отбирая 
каждый час аликвоту (1 мл) для электрофоретиче-
ского анализа. Затем бактерии осаждали центрифу-
гированием (4 000g) и замораживали при -20оС. 

После размораживании на льду осадок лизиро-
вали в буфере (8 М мочевина, 100 мМ NaH2PO4, 
10 мМ TrisCl pH 8.0) на роторном шейкере в течение 
30–45 минут при комнатной температуре. Клеточный 
дебрис осаждали центрифугированием (3 500g 
30 мин при 4оС), супернатант смешивали с носи-
телем Ni-NTA агарозой, уравновешенной денатури-
рующим буфером (8 М мочевина, 100 мМ NaH2PO4, 
10 мМ TrisCl pH 8.0), и инкубировали на роторном 
шейкере в течение 30–45 минут. Далее суспензию 
переносили на колонку и собирали не связавшуюся 
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фракцию. Носитель промывали денатурирующим 
буфером, и рекомбинантный белок элюировали 
2-кратным объемом колонки элюирующим буфером 
(8 М мочевина, 100 мМ NaH2PO4, 10 мМ TrisCl 
pH 4.5). После чего элюат защелачивали до pH=8.0 
и проводили ступенчатый диализ против бикарбонат-
ного буфера (0,1 М NaHCO3, pH 9.2). Полученный 
раствор концентрировали до 100 мкг/мл, хранение 
аликвот препарата осуществляли при -40оС.

Участники исследования. Было осущест-
влено проспективное исследование с набором трех 
групп участников: пациенты с первым психотиче-
ским эпизодом (ППЭ), пациенты с анти-NMDA-
рецепторным энцефалитом (анти-NMDARE) и 
группа здорового контроля.

В исследование включались пациенты в возрасте 
от 18 до 40 лет с первым психотическим эпизодом, 
которые были впервые в жизни госпитализированы 
в психиатрическую больницу, а суммарный балл 
по шкале позитивных и негативных синдромов 
(Positive and Negative Syndrome Scale – PANSS) 
превышал или был равен 60 [10]. Набор пациентов 
проводился сплошным методом, то есть в иссле-
дование включался каждый пациент, соответству-
ющий критериям, поступивший на стационарное 
лечение в Московскую психиатрическую больницу 
им. П.Б.Ганнушкина. В исследование не включались 
пациенты с психотическими расстройствами, связан-
ными с употреблением психоактивных веществ, а 
также тяжелыми неврологическими заболеваниями.

Участники группы здорового контроля набира-
лись случайным методом. Критериями включения 
были возраст от 18 до 40 лет, отсутствие психи-
ческих расстройств и отягощенной наследствен-
ности. Психические расстройства исключались в 
ходе клинического интервью с врачом-психиатром 
и проведения оценки по шкалам «Продромальный 
опросник-16» (Prodromal Questionnaire) и «Краткий 
опросник по симптомам депрессии» (Quick Inven-
tory of Depressive Symptomatology and Prodromal 
Questionnaire) [14, 17].

Впоследствии была включена третья небольшая 
группа – пациенты с анти-NMDA-рецепторным энце-
фалитом, которые поступали в другие учреждения и 
не подходили по критериям включения в основную 
группу (набраны не сплошным методом, меньший 
возраст пациентов).

Методы обследования пациентов. Перед прове-
дением процедур исследования каждому из участ-
ников предлагалось подписать информированное 
добровольное согласие, утвержденное этическим 
комитетом при ФГБУ «НМИЦ ПН им. В.П.Сербского» 
Минздрава России. Оценка психического состояния 

проводилась в соответствии с МКБ-10. В группе 
пациентов с ППЭ наличие и тяжесть психических 
расстройств оценивались с помощью шкал PANSS, 
краткой шкалы негативных симптомов (Brief Nega-
tive Symptom Scale – BNSS) [15], шкалы депрессии 
Калгари (Calgary Depression Scale – CDSS) [2], шкалы 
мании Янга (Young Mania Rating Scale – YMRS) [22], 
шкалы Симпсона-Ангуса для оценки экстрапира-
мидных побочных эффектов (Simpson-Angus Scale for 
Extrapyramidal Symptoms – SAS) [8], шкалы акатизии 
Барнеса (Barnes Akathisia Scale – BAS) [3], шкалы ката-
тонии Буша-Френсиса (Bush-Francis Catatonia Rating 
Scale – BFCRS) [4] и клинической оценочной шкалы 
для аутоиммунных энцефалитов (Clinical Assessment 
Scale in Autoimmune Encephalitis – CASE) [13]. Паци-
ентам с анти-NMDA-рецепторным энцефалитом в 
силу тяжести состояния было возможно провести 
оценку только по шкалам BFCRS и CASE.

У всех участников выполнялся забор венозной 
крови с последующим выделением сыворотки крови. 
Все образцы хранились менее двух недель при темпе-
ратуре -40ºC, с последующим хранением при темпе-
ратуре -80ºC до проведения анализов.

Все процедуры исследования для пациентов 
проводились в течение первой недели после госпи-
тализации в стационар.

Иммуноферментный анализ сывороток крови 
пациентов. Для выявления наличия антител к 
NMDAR в сыворотки крови пациентов был исполь-
зован непрямой метод ELISA [21]. Для этого 
препараты рекомбинантных белков (GRIN Ed1 и 
GRIN  Ed2) разводили бикарбонатным буфером 
(0,1 М NaHCO3, pH 9.2) до конечной концентрации 
10 мкг/мл и иммобилизовали в лунках 96-луночного 
планшета (Greiner) в 100 мкл на лунку, инкубиро-
вали не менее 12 часов при 4оС во влажной камере. 
Далее лунки дважды промывали промывочным 
буфером (PBS, 0,05% Твин-20 pH 7.4). Здесь и далее 
промывку осуществляли на автоматическом вошере 
PW-40 (Bio-Rad). Для блокирования свободных 
сайтов связывания на планшете в лунки вносили 
по 100 мкл блокирующего буфера (PBS, 3% БСА 
pH 7.4) и инкубировали в течение 1 часа при 20оС на 
ротационном шейкере (500 об./мин). Затем лунки 
трижды промывали промывочным буфером. С целью 
уменьшения неспецифического связывания перед 
внесением в планшет сыворотки пациентов преин-
кубировали с лизатами, диализованными против 
PBS, нетрансформированного штамма DE3 BL21 
E. Coli в течение 1 часа. После чего вносили эти 
образцы по 100 мкл на лунку в разведении 1:50 в 
буфере (PBS, 1% БСА pH 7.40), инкубировали в 
течение 2 часов при 20оС на ротационном шейкере 
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(500 об./мин). После окончания инкубации лунки 
трижды промывали промывочным буфером. Затем во 
все лунки планшета вносили по 100 мкл препарата 
козьих биотинилированных антител к IgG, IgM, IgA 
(H+L) человека согласно инструкции производителя, 
ThermoFisher Sci и инкубировали 1 час на ротаци-
онном шейкере (500 об./мин). После 3-х кратной 
процедуры отмывки вносили по 100 мкл раствора 
стрептавидина, конъюгированного с пероксидазой 
(согласно инструкции производителя, ThermoFisher 
Sci). После инкубации и отмывки реакцию проявляли 
раствором тетраметилбензидина (Amresco) в течение 
15–30 минут, затем добавляли по 100 мкл 1М H2SO4. 
Результаты детектировали на фотометре i-Mark (Bio-
Rad Laboratories) при λ=450 нм.

ROC-анализ для ИФА с использованием в 
качестве антигена GRIN1_ED2_ТrxA. Для полу-
чения пороговых диагностических значений ИФА его 
результаты были сопоставлены с верифицированными 
случаями анти-NMDA-энцефалита, подтвержден-
ными методом CBA (ООО «ИНВИТРО», РФ). По 
результатам сопоставления был проведен анализ ROC 
кривых с определением значений результатов ИФА, 
обладающих оптимальным соотношением между 
специфичностью и чувствительностью метода.

Результаты
Получение рекомбинантных белков. В результате 

клонирования нуклеотидной последовательности, 
кодирующих топологические экстрацеллюлярные 
домены GRIN1 в вектор pet32a, были получены плаз-
миды pET32a-Grin1-ED1 и pET32a-Grin1-ED2. Транс-
формация штамма DE3(BL21) позволила получить 
штаммы-продуценты данных доменов. Продуктом 
экспрессии являлись белки-слияния, содержащие 
аминокислотную последовательность доменов и 
тиоредоксина (TrxA) – GRIN1_ED1_ТrxA и GRIN1_
ED2_ТrxA. Также данные белки содержали гексоги-
стидиновые мотивы для быстрого препаративного 
выделения на Ni-NTA агарозе. После очистки белков 
был проведен диск-электрофорез в 7,5% полиакри-
ламидном геле с добавлением додецилсульфата-Na 
(ДСН), результаты которого показали по одному бэнду 
для каждого белка с ожидаемыми молекулярными 
массами (рис. 1). Данные белки были использованы в 
качестве антигенов в ИФА для выявления аутоантител 
к NMDA-рецепторам пациентов.

Иммуноферментный анализ сывороток паци-
ентов. Проведенный иммуноферментный анализ 
сывороток пациентов (рис. 2 и 3) выявил два поло-
жительных случая обнаружения аутоантител (паци-
енты с анти-NMDAR-энцефалитом) и один сомни-
тельный результат, показатели остальных паци-

ентов не превышали пороговых значений (гр. 1, 2). 
Два положительных случая были подтверждены 
другим независимым способом обнаружения анти-
NMDAR-антител – CBA (ООО «ИНВИТРО», РФ). 
Сомнительный случай выявился только при имму-
ноферментном анализе, где в качестве антигена был 
использован рекомбинантный экстрацеллюлярный 
топологический домен GRIN1_ED2_ТrxA, при этом 

О.В. Павлова и соавт.

Рис. 1. Визуализация выделенных рекомбинантных белков ме-
тодом диск-электрофореза
Примечания: ДСН – электрофорез в 7,5% ПААГ; 1 – неиндуцированная 
культура E.coli_pet32a_GRIN1_ED1; 2 – через 4 часа после внесения 
ИПТГ; 3 – очищенный белок слияния GRIN1_ED1_ТrxA; 4 – маркеры 
молекулярных масс (сверху вниз), кДа: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 20, 
15, 10; 5 – неиндуцированная культура E.coli_pet32a_GRIN1_ED2; 
6 – через 4 часа после внесения ИПТГ; 7 – очищенный белок слияния 
GRIN1_ED2_ТrxA.

Рис. 2. Результаты ИФА с использованием GRIN1_ED1_ТrxA в 
качестве антигена
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Рис. 3. Результаты ИФА с использованием GRIN1_ED2_ТrxA 
в качестве антигена

Рис. 4. Результаты ROC-анализа при включении сомнительного случая

клинические проявления заболевания в данном 
случае имели сходство с таковыми у пациентов с 
подтвержденным анти-NMDAR-энцефалитом (см. 
далее, раздел Пациенты). 

ROC-анализ. По результатам анализа ROC-кривых 
сопоставления значений ИФА, где в качестве анти-
гена использовался GRIN1_ED2_ТrxA, со случаями 
анти-NMDA-энцефалита, подтвержденными 
другими способами (CBA – ООО «ИНВИТРО», РФ), 
вне зависимости от включения или исключения 
случаев сомнительной диагностики площадь под 
кривой составила 1,000. При условии включения 
сомнительного случая кривые чувствительности и 
специфичности пересекаются в значении результатов 
ИФА в точке 1,149 (рис. 4), а при его исключении – в 
значении результатов ИФА – 1,531 (рис. 5). Значения 

Рис. 5. Результаты ROC-анализа при исключении сомнительного случая
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теста ИФА, превышающие эти величины, могут 
считаться положительными результатами.

Пациенты. В исследование было включено 
104  пациента с ППЭ, 48 участников – группы 
здорового контроля и 2 пациента с анти-NMDA 
рецепторным энцефалитом. Большая часть участ-
ников была женского пола (пациенты с ППЭ – 
62,5%, пациенты с анти-NMDARE – 100%, группа 
контроля – 68,8%). Между группой пациентов с 
ППЭ и группой контроля статистических различий 
по возрасту не было, в то время как пациенты с 
анти-NMDARE были моложе. Практически все 
здоровые участники имели высшее образование и 
на момент проведения исследования работали или 
были студентами, в то время как в группе паци-
ентов с ППЭ доля таких участников составляла 
около 50% (табл. 1).

При поступлении в психиатрический стаци-
онар в 59,6% случаях пациентам с ППЭ был 
выставлен диагноз острых и преходящих психо-
тических расстройств, в 29,8% – шизофрении, в 
остальных – шизоаффективных (9,6%) и бредовых 
(1%) расстройств (табл. 2). 

Остроту симптомов в группе пациентов с ППЭ 
отражает средний суммарный балл (84,2±10,3) и 
средний балл по подшкале позитивных симптомов 
(23,3±4) PANSS. Средние значения по другим шкалам 
указаны в табл. 3.

В группе пациентов с ППЭ выявлена одна 
пациентка (пациентка А.) с подозрением на анти-
NMDARE (слабоположительный результат), что 
составляет около 1% от общей выборки (1/104). 
Положительных результатов в группе контроля обна-
ружено не было.

Пациентка А. – 25-летняя женщина, которой был 
установлен диагноз острого полиморфного психо-
тического расстройства. Ее состояние ухудшилось 
остро с нарастанием тревожности, нарушений сна, 

эмоциональной лабильности, слуховых галлю-
цинаций и периодов нарушения ориентировки. В 
течение нескольких дней у нее развилось кататони-
ческое состояние со ступором, ригидностью мышц, 
мутизмом, негативизмом, сменяющихся эпизодами 
импульсивности. В дальнейшем пациентка была 
переведена из больницы и контакт с ней был утерян, 
что не позволило подтвердить или опровергнуть 
анти-NMDA-рецепторный энцефалит.

Группа пациентов с анти-NMDA-рецепторным 
энцефалитом (пациентки Б. и В.) представлена 
девушками 16 и 15 лет. В обоих случаях состояние 
ухудшилось остро с появления головных болей, 
нарушений памяти, эпизодов психомоторного 

Таблица 1 

Социодемографические характеристики  
обследованных

Пациенты с 
анти-NMDA- 
рецепторным 
энцефалитом

Пациенты 
с ППЭ

Группа 
контроля

Всего (n) 2 104 48
Женщины 2 (100%) 65 (62,5%) 33 (68,8%)
Средний возраст 
(лет±стандартное 
отклонение – СО)

15,5 (±0,5) 27,2 (±6) 26 (±2,7)

Высшее образование 0 (0%) 55 (52,9%) 46 (95,8%)

Работают или учатся 2 (100%) 58 (55,8%) 48 (100%)

Таблица 3 

Психометрические характеристики  
группы пациентов с ППЭ 

Показатель Среднее 
значение (n=104) СО

Длительность продромального 
периода (месяцы) 6,2 8,1

PANSS (подшкала P) 23,3 4,0

PANSS (подшкала N) 17,0 5,4

PANSS (подшкала G) 43,8 5,8

PANSS (суммарный) 84,2 10,3

BNSS 14,5 10,1

CDSS 4,1 4,1

YMRS 5,8 7,2

SAS 2,0 2,5

BARS 0,9 1,4

BFCRS 1,8 4,9

CASE 3,5 2,2

Таблица 2 

Диагнозы пациентов по МКБ-10  
при поступлении в психиатрическую больницу

Диагнозы (МКБ-10) n (%)

Пациенты с ППЭ, n=104

Острые и преходящие психотические 
расстройства (F23) 62 (59,6%)

Шизофрения (F20) 31 (29,8%)

Шизоаффективные расстройства (F25) 10 (9,6%)

Бредовые расстройства (F22) 1 (1%)

Пациенты с анти-NMDA-рецепторным энцефалитом 
(предварительные диагнозы  

до выявления аутоиммунного энцефалита), n=2

Кататоническая шизофрения (F20.2) 1 (50%)

Органическое кататоническое расстрой-
ство (F06.1) 1 (50%)

О.В. Павлова и соавт.
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возбуждения. У пациентки Б. наблюдались слуховые 
галлюцинации и бред воздействия. Состояние обеих 
пациенток быстро ухудшилось с присоединением 
«флюктуирующей» кататонии с психомоторным 
возбуждением, ступором, мутизмом, негативизмом, 
отказом от еды, застываниями, мышечной ригидно-
стью и восковой гибкостью.

Предварительными диагнозами были кататони-
ческая шизофрения и органическое кататоническое 
расстройство (табл. 2). Вскоре у них развились гене-
рализованные судорожные припадки и вегетативные 
нарушения (тахикардия, лихорадка). Было проведено 
тщательное обследование, включавшее исследо-
вание спинномозговой жидкости. Антитела к NMDA-
рецепторам были выявлены как в сыворотке крови, 
так и в спинномозговой жидкости, что позволило 
подтвердить диагноз анти-NMDA-рецепторного 
энцефалита.

В табл. 4 отражены психометрические характери-
стики «положительных» пациентов по доступным 
шкалам (BFCRS, CASE). Манифестация и развитие 
заболевания у данных пациентов имеет сход-
ство – острое начало, возникновение кататониче-
ской симптоматики, флюктуирующая динамика 
симптомов. Эти особенности считаются одними из 
наиболее узнаваемых «знаков» анти-NMDA- рецеп-
торного энцефалита, протекающего с преобладанием 
психических нарушений [5, 9], что может служить 
косвенным клиническим подтверждением анти-
NMDA-рецепторного энцефалита у пациентки А. 
Таким образом, распространенность антител к 
NMDA-рецепторам у пациентов с первым психоти-
ческим эпизодом составила 1%, что согласуется с 
зарубежными исследованиями [7, 12].

Заключение
Для разработки тест-системы ИФА с исполь-

зованием рекомбинантных экстрацеллюлярных 
топологических доменов были получены штаммы-
продуценты, экспрессирующие белки-слияния, 
содержащие аминокислотную последовательность 
доменов GRIN1_ED1 и GRIN1_ED2 и TrxA. После 
очистки белков проведенный электрофорез выявил 
по одному бенду для каждого белка, которые соот-
ветствовали ожидаемой молекулярной массе. Полу-
ченные в достаточном количестве рекомбинантные 
домены были использованы в качестве антигенов 
при проведении иммуноферментного анализа. Разра-
ботанная тест-система позволила определить поло-
жительные случаи анти-NMDA-рецепторного энце-
фалита, также подтвержденные другим способом 
(CBA), с достоверной точностью. 

Согласно полученным данным распростра-
ненность антител к GRIN1 субъединице NMDA-
рецепторов у пациентов с первым психотическим 
эпизодом составила 1%. Выявленные случаи анти-
NMDA-рецепторного энцефалита подтверждают 
необходимость проведения дифференциальной 
диагностики при впервые возникших психотических 
состояниях, что в свою очередь требует уточнения 
особенностей таких состояний. Аналогично зару-
бежным коллегам [22], среди таких клинических 
особенностей мы можем выделить острое развитие 
заболевания на фоне отсутствия продромальных 
нарушений, характерных для первых психотических 
эпизодов в рамках расстройств шизофренического 
спектра и аффективных расстройств, быстрое присо-
единение кататонической симптоматики и ее прехо-
дящий или флюктуирующий характер, также как и 
других психопатологических проявлений. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания «Первый эпизод шизофрении и других 

расстройств психотического спектра: 
соотношение клинической картины заболевания и 
уровня антител к NMDA-рецепторам в сыворотке 

крови» (АААА-А20-120030390093-2)
Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.

Таблица 4 

Психометрические характеристики пациентов  
с антителами к NMDA-рецепторам

Психометрическая 
шкала

Пациентка 
A.

Пациентка 
Б.

Пациентка 
В.

BFCRS          18 18 20        

CASE 12 15 13
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 МЕТОД ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АУТОАНТИТЕЛ  К NMDA-РЕЦЕПТОРАМ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

О.В. Павлова, А.А. Мурашко, А.Ю. Морозова, К.А. Павлов, О.И. Гурина, А.Б. Шмуклер

Анти-NMDA-рецепторный энцефалит считается наиболее 
распространенным аутоиммунным энцефалитом, клиническая 
картина которого может быть неотличима от таковой при психо-
тических расстройствах, а подтверждение требует проведения 
анализа сыворотки крови или спинномозговой жидкости на наличие 
антител к NMDA-рецепторам. Существующие методы, основанные 
на культурах клеток, сложны в исполнении, дают качественную 
оценку и не исключают ложноположительных результатов. В рамках 
работы был получен штамм-продуцент, стабильно продуцирующий 
рекомбинантные белки (экстрацеллюлярные топологические домены 
GRIN1 Ed1 и Ed2), высокий уровень экспрессии был подтвержден 
результатами диск-электрофореза в полиакриламидном геле. Данные 

белки были использованы в качестве антигенов для разработки 
метода ИФА, который позволит количественно определять анти-
тела к NMDA-рецепторам с высокой специфичностью. Проведено 
проспективное исследование распространенности антител к NMDA-
рецепторам среди пациентов с первым психотическим эпизодом 
(ППЭ). Выявлен ряд клинических особенностей психотических 
состояний, позволяющих заподозрить анти-NMDA-рецепторный 
энцефалит на ранних этапах. Согласно полученным данным антитела 
к NMDA-рецепторам встречаются у 1% пациентов с ППЭ. 

Ключевые слова: анти-NMDA-рецепторный энцефалит, анти-
тела, NMDA- рецепторы, ИФА, рекомбинантный белок, экстрацел-
люлярные домены, первый психотический эпизод.

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY FOR QUANTITATIVE DETERMINATION OF SERUM 
AUTOANTIBODIES TO NMDA RECEPTORS

O.V. Pavlova, A.A. Murashko, A.Y. Morozova, K.A. Pavlov, O.I. Gurina, A.B. Shmukler

Anti-NMDA receptor encephalitis is one of the most common 
autoimmune encephalitides. Its manifestation might mimic psychotic 
disorders and requires serum of cerebrospinal fluid testing for 
antibodies to NMDA receptors. Existing methods that are based on 
cell cultures are qualitative, difficult to perform and may produce 
false positive results. We obtained producer strain that stably 
produces recombinant proteins (GRIN1 extracellular topological 
domains Ed1 and Ed2), high level of expression was confirmed by 
SDS-PAAG electrophoresis. These proteins were used as antigens to 
develop an ELISA method that allows the quantitative determination 

of antibodies to NMDA receptors with high specificity. We also 
conducted a prospective study to determine the prevalence of 
antibodies to NMDA receptors among patients with first episode 
psychosis (FEP). Some clinical features that should raise suspicion 
for anti-NMDA receptor encephalitis in patients with FEP were 
identified. According to our data, antibodies to NMDA receptors 
occur in 1% of patients with FEP.

Key words: anti-NMDA receptor encephalitis, antibody, NMDA 
receptors, ELISA, recombinant protein, extracellular domains, first 
episode psychosis.
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