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Актуальность

Основным гормоном, секретируемым щитовидной 

железой, является тироксин (Т
4
); лишь небольшая часть 

трийодтиронина (T
3
) образуется в щитовидной железе, 

большая же часть образуется на периферии под действием 

дейодиназ [1, 2]. Дейодиназа I типа активирует T
3
 в пече-

ни, почках, щитовидной железе и гипофизе. Дейодиназа 

II типа локализуется в эндоплазматическом ретикулуме. 

Дейодиназа III типа инактивирует T
4
 и T

3
 посредством 

дейодирования йодтиронинов на тирозильном кольце, 

приводя к образованию реверсивных трийодтиронина 

(rT
3
) и дийодтиронина (rT

2
) [1, 3, 4].

В сыворотке большая часть Т
4
 и T

3
 циркулирует в свя-

занном состоянии с белками; самым большим сродством 

с гормонами щитовидной железы обладает тироксин-
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связывающий глобулин: при невысокой концентрации 

в плазме он связывает около 80% всех тиреоидных гор-

монов. Альбумин имеет наименьшую аффинность, но 

его концентрация в плазме больше; также тиреоидные 

гормоны могут находиться в связи с транстиретином [5]. 

Связывание с этими белками увеличивает длительность 

биологического полураспада и позволяет транспорти-

ровать гормоны в ткани-мишени. Только небольшой 

процент от общего количества тиреоидных гормонов 

находится в свободном состоянии. Свободные фракции 

тиреоидных гормонов обладают большей метаболической 

активностью, что представляет особый интерес в про-

цессе мониторинга пациентов с нарушениями функции 

щитовидной железы [5−7].

Точное определение концентрации общих и свобод-

ных фракций тироксина и трийодтиронина важно для 

диагностики, лечения и оценки проводимой терапии при 

заболеваниях щитовидной железы. 

Анализы для измерения свободных фракций тирео-

идных гормонов могут быть разделены на две категории: 

с этапом отделения свободного гормона щитовидной же-

лезы от белка (ультрафильтрация и равновесный диализ) 

и без такового. Первые и сследования свободных фракций 

тиреоидных гормонов проводились с помощью равно-

весного диализа с целью отделения сывороточных белков 

перед определением концентрации тиреоидных гормонов 

методом радиоиммуноанализа  [8, 9], однако такой способ 

является достаточно трудоемким. Большинство клиниче-

ских лабораторий в настоящее время для измерения сво-

бодных фракций T
4
 и T

3
 используют прямые (аналоговые) 

методы иммуноанализа [10−12]. Достоверность измере-

ния свободного тиреоидного гормона прямым аналого-

вым иммуноанализом, без предварительного разделения 

связывающих белков до сих пор является спорной и имеет 

множество ограничений, поскольку зависит от способа 

разведения, температурного режима, буферного состава, 

T
3
- и Т

4
-связывающих способностей сыворотки, концен-

трации белка в сыворотке и концентрации применяемых 

антител [13−15].

Обратная линейная связь
между свободным тироксином

и тиреотропным гормоном

Гормоны щитовидной железы регулируются секреци-

ей тиреотропного гормона и находятся в отрицательной 

обратной связи: при снижении уровня тиреоидных гор-

монов происходит стимуляция гипоталамо-гипофизар-

ной системы, и наоборот [11, 16, 17].

Свободный T
4
 (

св.
Т

4
), определенный ультрафильтра-

цией или равновесным диализом с последующим опреде-

лением методом высокоэффективной жидкостной хрома-

тографии – тандемной масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/

МС), гораздо лучше коррелирует с уровнем тиреотропно-

го гормона (ТТГ) по сравнению с методами иммуноана-

лиза [18, 19].

По данным клинического исследования M. Serdar по-

лучена низкая корреляция свободного тироксина и ТТГ 

при использовании трех различных платформ иммуно-

анализа [20]. В аналогичных исследованиях [15], про-

демонстрировавших бо льшую корреляцию, участвовали 

пациенты с эутиреозом, из них лишь немногие имели 

сниженную функцию щитовидной железы, при этом кор-

реляция между 
св.

Т
4
 и ТТГ была хуже, чем при определе-

нии данных показателей путем ультрафильтрации и высо-

коэффективной жидкостной хроматографии – тандемной 

масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС). Однако стоит от-

метить, что корреляция 
св.

Т
4
 и ТТГ зависит от установ-

ленного в каждой конкретной лаборатории референсного 

интервала показателя 
св.

Т
4
. Кроме того, существуют инди-

видуальные колебания 
св.

Т
4
 и ТТГ, определяемые генети-

кой и факторами окружающей среды [15, 16].

Существуют некоторые условия, при которых об-

ратная логарифмическая зависимость между 
св.

Т
4
 и ТТГ 

нарушается, а именно: гипоталамическая и гипофизар-

ная недостаточность, резистентность к гормонам щито-

видной железы или ТТГ, ТТГ-секретирующие опухоли, 

синдром нетиреоидной патологии, а также прием пре-

паратов, которые подавляют секрецию ТТГ (допамин, 

глюкокортикостероиды), прием левотироксина натрия 

без достижения эутиреоза [21], феномен макротиреотро-

пинемии [22]. 

Корреляция T3 и ТТГ

Методы иммунного анализа дают более низкую кор-

реляцию T
3
 и ТТГ по сравнению с ВЭЖХ-МС/МС [23]. 

Кроме того, продемонстрированы более низкая медиана 

и среднее значение T
3
 при измерении с помощью ВЭЖХ-

МС/МС в сравнении с методом иммуноанализа в группе 

лиц с ТТГ >4,5 мМЕ/л и более высокий средний T
3
 при 

ТТГ <0,35 мМЕ/л [24]. 

Методы иммуноанализа для определения 
св.

Т
4
 стано-

вятся ненадежными, когда связывание белка плазмы раз-

личается между стандартом и образцом, как и происходит 

при изменении связывающего белка или конкурирующих 

белков.

Таким образом, методы определения свободных фрак-

ций должны точно отражать концентрацию без какого-

либо вклада связанной фракции. Однако при определе-

нии свободного тироксина общая (связанная) фракция 

также значимо влияет на результаты. Кроме того, анализ 

определения свободных фракций должен быть валидным 

для всего диапазона концентраций связывающего белка 

сыворотки, что не всегда удается достичь рутинными 

методами [25]. В этой связи методы иммунологических 

анализов имеют ограничения, поскольку зависят от кон-

центрации белка [26−28].

Состояния, влияющие
на концентрацию белка

Понимание причин и факторов, оказывающих влия-

ние как на связывание T
4
 и T

3
 с белками, так и на кон-

центрацию этих связывающих белков, имеет решающее 

значение для разработки и оценки анализов свободных 

фракций. Наиболее частыми причинами, влияющими 

на концентрацию белка и тем самым на точность изме-

рения свободных фракций тиреоидных гормонов, явля-

ются беременность, почечная недостаточность, синдром 

нетиреоидной патологии, а также наличие избыточной 

массы тела.

Беременность
Во время беременности сниженная функция щито-

видной железы отмечается у 2,5% женщин [29].

Щитовидная железа начинает развиваться и синтези-

ровать гормоны на 12-й неделе беременности, до этого 

времени гормонами щитовидной железы плод обеспечи-
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вается за счет матери  [30, 31]. Доказано, что гипотиреоз 

во время беременности связан с нарушениями нейроп-

сихологического развития, а также с акушерскими ос-

ложнениями [32−34]. Субклинический гипотиреоз во 

время беременности также может вызвать осложнения, 

такие как отслойка плаценты, преждевременные роды 

и недостаточный вес ребенка при рождении [35, 36]. При 

этом своевременная диагностика и выявление сниженной 

функции щитовидной железы позволяют предотвратить 

неблагоприятные последствия для матери и плода. 

При беременности возникают сложности с определе-

нием уровней свободных фракций тиреоидных гормонов 

рутинными методами иммуноанализа [37], в связи с чем 

обязательно должны использоваться специфические диа-

пазоны значений для каждого триместра беременности. 

Кроме изменения концентрации альбумина при бере-

менности, стоит обратить внимание на наличие дейоди-

назы III типа в плаценте, что также вносит определенный 

вклад в метаболизм тиреоидных гормонов [38].

Анализ общего T
3
 при беременности и в послеродовом 

периоде имеет плохую корреляцию с измерением методом 

ВЭЖХ-МС/МС, что свидетельствует о необходимости 

применения более точного метода, учитывая возможные 

осложнения при несвоевременном выявлении снижен-

ной функции щитовидной железы [39, 40]. Без сомнений, 

необходимо дальнейшее исследование у данной группы 

пациенток для определения триместрспецифичных рефе-

ренсных интервалов при использовании ВЭЖХ-МС/МС.

Почечная недостаточность
Хроническая болезнь почек влияет на функцию щито-

видной железы различными способами: снижает концен-

трацию циркулирующих гормонов щитовидной железы, 

изменяет метаболизм на периферии и снижает связыва-

ние тиреоидных гормонов с белками [41]. 

Синдром нетиреоидной патологии
Жизнеугрожающие состояния (инфаркт, инсульт) мо-

гут приводить к изменению метаболизма гормонов щи-

товидной железы (синдром эутиреоидного больного, или 

синдром нетиреоидной патологии). По разным оценкам, 

нарушение гормонов щитовидной железы встречается 

почти у 70% таких больных, из них наиболее частые ― 

снижение T
3
 и Т

4
 и повышение реверсивного T

3
 и ТТГ 

[42]. Этот вопрос принципиален, поскольку тяжесть со-

стояния пациентов требует адекватного и своевременного 

лечения. Методы иммуноанализа в таких случаях исполь-

зовать опасно, поскольку они часто дают ложнонизкие 

показатели свободных фракций тиреоидных гормонов и, 

как следствие, приводят к назначению терапии без не-

обходимости, что может ухудшить состояние пациентов 

[43].

Точное измерение свободных Т
4
 и T

3
, а также ре-

версивного T
3
 с использованием ультрафильтрации 

и ВЭЖХ-МС/МС, вероятно, позволит понять механизмы 

развития дисфункции щитовидной железы при синдроме 

нетиреоидной патологии и улучшить таким образом про-

гноз эутиреоидных больных. 

Генетические аномалии связывающих белков
Семейная дисальбуминемическая гипертироксине-

мия проявляется значительным повышением уровней 

общих Т
4
 и T

3
 при сохранении нормального уровня ТТГ 

и эутиреоидного статуса пациента. Это состояние связано 

с наследуемой мутацией гена альбумина, при которой 

повышается его аффинность к тиреоидным гормонам 

[44, 45]. Для постановки данного диагноза необходимо 

измерение свободных фракций тиреоидных гормонов 

путем ультрафильтрации и определения уровня гормонов 

методом ВЭЖХ-МС/МС.

Антитела
Аутоантитела являются одним из источников потен-

циально ложных результатов для уровней T
3
 и Т

4
 [46, 47]. 

Кроме того, наличие ревматоидного фактора также может 

привести к ошибочным результатам при определении 

свободных фракций тиреоидных гормонов [48].

Избыточная масса тела
Недостаточно изученной проблемой остается связь 

между ожирением и риском аутоиммунной дисфункции 

щитовидной железы ― основной причиной гипотиреоза 

у взрослых. Сообщается, что распространенность ауто-

иммунного тиреоидита при ожирении составляет 12,4% 

у детей и 10−60% у взрослых [49]. 

Р. Marzullo и соавт. [49] обратились к интригующей 

гипотезе о связи между ожирением, лептином, аутоим-

мунностью и гипотиреозом. Исследование показало, что 

ожирение является фактором риска аутоиммунного за-

болевания щитовидной железы, тем самым устанавливая 

связь между основной причиной приобретенной недо-

статочности щитовидной железы и ожирением [49]. Та-

ким образом, избыточная масса тела также должна быть 

учтена в оценке уровня ТТГ.

Метод ВЭЖХ-МС/МС дает более уверенную кор-

реляцию между 
св.

Т
4
 и уровнем ТТГ в случае наличия 

у пациента жалоб, характерных для нарушений функции 

щитовидной железы, а также при отсутствии дисфункции 

щитовидной железы или предположения ложных показа-

телей по результатам иммунного анализа.

Особенности подготовки материала

Выделение свободных фракций тиреоидных гормонов 

является ключевой задачей в анализе данных объектов. 

В настоящее время эта задача решается при помощи уль-

трафильтрации (30−40 мин) и равновесного диализа (не-

сколько часов). Первый метод благодаря ускоренной реа-

лизации и вследствие этого возможности постановки его 

на поток является более предпочтительным. После под-

готовки материала возможно точное определение уровня 

свободных форм тиреоидных гормонов высокочувстви-

тельными методами, например ВЭЖХ-МС/МС [14, 50, 

51]. Несмотря на то, что метод ВЭЖХ-МС/МС   является 

наиболее селективным по сравнению с иммуноанализом, 

необходимо учитывать, что этап концентрирования (при 

равновесном диализе или ультрафильтрации) может вно-

сить существенный вклад в точность определения  за счет 

адсорбции анализируемых компонентов на материалах 

фильтров, приводя к неверной трактовке результатов 

количественного анализа. Обоснованность применения 

пробоподготовки не вызывает сомнений, несмотря на 

увеличение стоимости (при использовании ультрафиль-

трации стоимость незначительно возрастает) и времени 

выполнения исследования. В связи с этим необходимо 

соблюдение четких алгоритмов на каждом этапе опреде-

ления уровня концентрации гормонов [27, 52, 53]. 

Технические особенности ВЭЖХ-МС/МС
Метод ВЭЖХ-МС/МС представляет собой сочетание 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с чув-
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ствительным и селективным масс-спектрометрическим 

детектированием. Совмещение двух технически разных 

приборов, первый из которых работает под повышенным 

давлением жидкости (до 1300 бар), а второй ― под высо-

ким вакуумом (до 10-8 бар), происходит через источни-

ки ионизации при атмосферном давлении (химическая

ионизация, фотоионизация, электрораспыление). Элек-

трораспыление широко применяется для так называемых 

ионогенных соединений, которые способны находиться 

в растворе в виде ионных солей. За счет этого образование 

ионов из таких соединений происходит легче, чем для не-

ионных веществ, что повышает общую чувствительность 

метода. 

Тиреоидные гормоны относятся к ионогенным соеди-

нениям, в связи с чем большая часть работ по их анализу 

с применением метода ВЭЖХ-МС/МС была проведена 

на источниках ионизации посредством электрораспыле-

ния [14, 54]. Разделение компонентов происходит обычно 

на обращенно-фазовых аналитических колонках, детек-

тирование осуществляется масс-спектрометром в режи-

ме мониторинга множественных реакций. Этот режим

предусматривает выбор молекулярного или псевдомоле-

кулярного иона анализируемого соединения, его фраг-

ментацию и детектирование наиболее интенсивного 

и в то же время наиболее характерного фрагментного 

иона. За счет этого достигается высочайшая селектив-

ность, чувствительность метода при этом определяется 

соотношением сигнал−шум. 

Количественный анализ основан на хроматографии, 

поскольку площади под хроматографическими пиками 

пропорциональны концентрациям соответствующих ве-

ществ независимо от метода детектирования. Для разде-

ления тиреоидных гормонов и получения качественных 

хроматограмм используют обращенно-фазовые хромато-

графические колонки, чаще всего С18. Для повышения 

точности анализа и учета возможных погрешностей при-

меняется метод внутреннего стандарта, который преду-

сматривает добавление в образец вещества, близкого по 

свойствам к анализируемым компонентам. Градуировка 

по концентрациям при этом производится в относи-

тельных координатах, то есть построением зависимости 

отношения площадей хроматографических пиков ана-

лита к внутреннему стандарту от отношения их концен-

траций. Если во все образцы добавляется одинаковое 

количество внутреннего стандарта, то его концентрацию 

можно принять за единицу, упростив тем самым расче-

ты. Масс-спектрометрическое детектирование в данном 

случае дает уникальную возможность применять вну-

тренние стандарты, имеющие метки стабильных изотопов 

(D или 13С). Преимущество перед другими внутренни-

ми стандартами заключается в том, что их химические 

и физические свойства являются практически полностью 

одинаковыми с анализируемыми компонентами. Изме-

няется только аналитический сигнал, то есть молеку-

лярная масса, которую можно детектировать тандемным 

масс-спектрометром независимо от аналитов. Этот под-

ход существенно увеличивает точность количественного 

анализа, выводя его на принципиально новый уровень 

по сравнению с любым другим аналитическим методом.

Заключение

Измерение концентраций свободных фракций тирео-

идных гормонов с помощью методов иммуноанализа 

(иммунноферментный и иммунохемилюминесцентный) 

у определенных групп пациентов, в том числе с нару-

шениями связывания белка, с избыточной массой тела 

и у беременных, является недостаточно точным. Врачи 

должны знать о существующих ограничениях этих мето-

дов, поскольку в настоящее время они являются наиболее 

используемыми в клинической практике. 

Использование ВЭЖХ-МС/МС в рутинной практике 

кажется сомнительным вследствие высокой стоимости 

исследования, однако, с экономической точки зрения, 

само определение уровня свободных фракций тиреоид-

ных гормонов на практике оказывается более выгодным, 

чем применяемые рутинные методы. В настоящее время 

компромиссом выглядит определение показаний по уров-

ню ТТГ. 

Кроме вышеперечисленных групп больных, пациенты 

с ТТГ ниже 10-го или выше 90-го процентиля с наи-

большей вероятностью имеют тиреотоксикоз и гипоти-

реоз и таким образом также являются претендентами для 

определения тиреоидных гормонов методом ВЭЖХ-МС/

МС для точной постановки диагноза и оценки адекват-

ности проводимой терапии. 
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