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Сравнительный анализ применения 
моноклональных антител «клим-
теСт» для фенотипирования 
клеток периферичеСкой крови 
С моноклональными антителами 
зарубежных производителей
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Резюме. Несмотря на широкое применение проточной цитофлюориметрии в различных областях 
современной медицины, на российском рынке представлены в основном зарубежные крупные фир-
мы-производители. Цель: сравнить набор реагентов для проточной цитометрии Российской фир-
мы-производителя с зарубежными моноклональными антителами на проточных цитофлюориметрах 
разных производителей. Материалом для исследования являлась венозная кровь. Исследуемые пока-
затели измерялись методом проточной цитофлюориметрии. Для иммунофенотипирования применя-
лись моноклональные антитела Becton Dickinson (USA), Лаборатория Константа (Россия) и Beckman 
Coulter (USA). Анализ Блэнда–Альтмана показал практически полное отсутствие систематического 
расхождения и относительно небольшой разброс полученных значений. Критерий Фридмана вы-
явил, что значения измеряемых параметров различными моноклональными антителами не отлича-
ются по уровню значимости 0,01. В результате проведенных исследований мы получили данные, что, 
во-первых, реагенты «Клим-Тест» в сравнении с реагентами зарубежных фирм имеют практически 
полное отсутствие систематического расхождения и относительно небольшой разброс значений. Ре-
агенты «Клим-Тест» могут быть использованы на проточных цитометрах компаний Becton Dickinson 
(USA) и Beckman Coulter (USA). Во-вторых, реагент одинаково работает при уровне CD4-лимфоцитов 
выше и ниже 500 клеток/мкл. В-третьих, применение реагентов «Клим-Тест» с трехцветной меткой 
по CD45 (CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PE-Сy5) соответствует стандартам подсчета CD4-лимфоцитов 
у ВИЧ-инфицированных пациентов, что позволяет рекомендовать данный реагент для мониторинга 
ВИЧ-инфекции. 

Ключевые слова: моноклональные антитела, гейтирование по CD45, двухплатформенная методика
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Comparative study of “Klim-
test” monoClonal antibodies for 
phenotyping of peripheral blood 
Cells with monoClonals from 
foreign produCers
Popova A.A.a, Serebrovskaya L.V.a, Ivanova L.A.a, 
Khokhlova O.N.b, Novozhilov S.N.a
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b Evrogen JSC, Moscow, Russian Federation

Abstract. In view of wide-spread usage of flow cytometry (FC) in various areas of modern medicine, 
Russian market is still dominated by foreign manufacturers of monoclonal antibodies (MAbs). This problem 
is accomplished by lack of information about Russian producers of MAbs. Objective: to compare a set of FC 
reagents produced by a Russian manufacturer with MAbs for FC from different foreign manufacturers. Venous 
blood served as biomaterial for this study. The parameters under study were measured by FC techniques. 
Comparative immunophenotyping was performed with MAbs from Becton Dickinson (USA), Lab Constant 
(Russia), and Beckman Coulter (USA). Virtually complete absence of systematic differences and a relatively 
small spread of values was revealed by means of Bland–Altman analysis. The values of parameters, as measured 
with different MAbs, did not differ from one another by significance level of 0.01, according to Friedman 
criterion. The following evidence has been yielded in present study: (1) data obtained with “Klim-Test” 
reagents do not exhidit any systematic differences, as compared with Mabs from foreign manufacturers, and 
they show a relatively small scatter of results. “Klim-Test” reagents may be applied for Becton Dickinson and 
Beckman Coulter flow cytometers. (2) These reagents are equally effective at the levels of CD4-lymphocytes 
above 500 cells/mcL, and below these values. (3) Usage of “Klim-Test” reagents with a three-color label for 
CD45 cells (CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PE-Sy5) corresponds to the standards for CD4-lymphocyte count 
in HIV-infected patients, thus allowing it to recommend this reagent for HIV-infection monitoring. (Med. 
Immunol., 2013, vol. 15, N 1, pp 177-184)
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Введение
Современная диагностика гематологиче-

ских заболеваний не ограничивается только 
клиническим анализом форменных элементов 
крови. Проточная цитофлюориметрия с по-
мощью моноклональных антител дала возмож-
ность типировать клетки не только благодаря 
их морфологическим различиям, но и за счет 
набора поверхностных антигенов и рецепторов, 
характерных для строго определенных клеток 
и их функционального состояния [1]. Поэтому 
не удивительно, что метод проточной цитоме-
трии прочно вошел в лабораторную практику 
многих центров.

Например, при ВИЧ-инфекции, где важное 
значение имеет определение абсолютного и отно-
сительного количества CD4-лимфоцитов [2], все 
чаще используют возможности проточной цито-
метрии. Sharcer и соавт. предлагают использовать 
процент «наивных» СD4-лимфоцитов в качестве 
нового маркера для определения более раннего 
момента показаний к началу АРВТ [11]. Изме-
нение фенотипа CD8-лимфоцитов (экспрессия 
CD38) имеет большую значимость для оценки 
прогрессирования ВИЧ-инфекции [6, 9, 10].

Помимо этого методом проточной цитоме-
трии можно получать самые разные данные: 
определять содержание в клетке ДНК и РНК, 
суммарное количество белков и количество 
специ фических белков, узнаваемых монокло-
нальными антителами, исследовать клеточный 
метаболизм (например, измерять внутриклеточ-
ный рН), изучать транспорт ионов кальция и ки-
нетику ферментативных реакций [8].

Несмотря на широкое применение проточной 
цитофлюориметрии в различных областях совре-
менной медицины, на российском рынке пред-
ставлены в основном зарубежные крупные фир-
мы-производители.

Данная проблема усугубляется практически 
недостаточной информацией о российских про-
изводителях моноклональных антител для нужд 
проточной цитофлюориметрии.

Цель исследования: сравнить набор реагентов 
для проточной цитометрии «КЛИМ-Тест» (ООО 
«Лаборатория Константа», Россия) с зарубеж-
ными моноклональными антителами (Becton 
Dickinson, USA и Beckman Coulter, USA) на про-
точных цитофлюориметрах разных производи-
телей (Becton Dickinson, USA и Beckman Coulter, 
USA).

Материал и методы
Материалом для исследования являлась ве-

нозная кровь. Забор крови для иммунофеноти-
пирования и общего анализа крови проводился 

у пациентов утром натощак, в вакуумную про-
бирку VACUTANER, содержащую антикоагулянт 
К3ЭДТА. Сразу же после забора кровь аккуратно 
перемешивали с антикоагулянтом во избежание 
образования сгустков. 

Для определения основных гематологических 
показателей (общего количества эритроцитов, 
лейкоцитов, тромбоцитов, гемоглобина, лейко-
цитарной формулы крови) образцы исследова-
лись на гематологическом анализаторе ACT diff, 
Beckman Coulter. 

Для иммунофенотипирования применя-
лись моноклональные антитела (МаТ) Becton 
Dickinson (USA), Лаборатория Константа (Рос-
сия) и Beckman Coulter (USA). Пробоподготовка 
к иммунофенотипированию осуществлялась со-
гласно инструкции МаТ по безотмывочной тех-
нологии в два этапа (внесение МаТ, внесение ли-
зирующего раствора). Использовали следующие 
комбинации МаТ:

1) MultiTEST CD3-FITC/CD4-PE/CD45-
PerCP, Becton Dickinson, USA

2) MultiTEST CD3-FITC/CD8-PE/CD45-
PerCP/CD4-APC, Becton Dickinson, USA 

3) MultiTEST CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-
PerCP/CD19-APC, Becton Dickinson, USA 

4) «КЛИМ-Тест», CD3-FITC/CD4-PE/CD45-
PE-Сy5, Лаборатория Константа, Россия

5) «КЛИМ-Тест», CD3-FITC/CD8-PE/CD45-
PE-Сy5, Лаборатория Константа, Россия

6) «КЛИМ-Тест», CD3-FITC/CD16+56-PE/
CD45-PE-Сy5, Лаборатория Константа, Россия

7) «КЛИМ-Тест», CD3-FITC/CD19-PE/
CD45-PE-Сy5, Лаборатория Константа, Россия

8) IOTest CD3-PСy5/CD4-PE/CD45-FITC, 
Beckman Coulter, USA

Лизирующий раствор выбирали в соответ-
ствии с фирмой-производителем моноклональ-
ных антител (Лаборатория Константа – Реагент 
для лизирования эритроцитов, Beckman Coulter – 
Optilyse C-однокомпонентный лизирующий рас-
твор, Becton Dickinson – Lysing Solution).

Нами были проанализированы результаты из-
мерений относительного и абсолютного содер-
жания субпопуляций лимфоцитов в двух груп-
пах образцов. В 1 группе был 21 образец крови, 
во 2-ой группе – 15. Опытные образцы были 
взяты у пациентов, наблюдавшихся в ФНМЦ ПБ 
СПИД по поводу ВИЧ-инфекции или других ин-
фекционных заболеваний.

Опытные образцы 1 группы использовали 
для определения абсолютного и относительно-
го количества CD4- и CD3-лимфоцитов на двух 
приборах разных фирм-производителей. На про-
точном цитофлюориметре FACSCalibur (BD, 
USA), используя программное обеспечение 
CellQuest, были проанализированы пробы при-
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готовленные с помощью МаТ «КЛИМ-Тест» 
(Лаборатория Константа, Россия) и MultiTEST 
(Becton Dickinson, USA). При анализе на Epics 
(Coulter, USA) были использованы пробы, при-
готовленные с помощью МаТ «КЛИМ-Тест» (Ла-
боратория Константа, Россия) и IOTest (Beckman 
Coulter, USA).

Опытные образцы 2-ой группы использовали 
для определения абсолютного и относительно-
го количества CD8- и CD19-лимфоцитов также 
на двух проточных цитометрах разных фирм-
производителей. При анализе на FACSCalibur 
(Becton Dickinson, USA) в программе CellQuest 
были использованы пробы, приготовленные 
с помощью МаТ «КЛИМ-Тест» (Лаборато-
рия Константа, Россия) и MultiTEST (Becton 
Dickinson, USA). При анализе на Epics (Beckman 
Coulter, USA) были использованы пробы, приго-
товленные с помощью реагентов «КЛИМ-Тест» 
(Лаборатория Константа, Россия).

Для определения относительного содержания 
субпопуляций лимфоцитов использовали анализ 
с гейтированием по CD45. На рисунке 1 представ-
лен алгоритм анализа образца на проточных цито-
метрах FACSCalibur (BD, USA) и Epics (Beckman 
Coulter, USA) с использованием МаТ CD3-FITC/
CD4-PE/CD45-PE-Сy5 («КЛИМ-Тест», Лабора-
тория Константа, Россия) с целью определения 
относительного содержания CD4-лимфоцитов. 
Для идентификации лейкоцитов и лимфоцитов 
используется CD45 в сочетании с боковым све-
торассеянием (SS) (рис. 1А, B). Гейт R1 нарисо-
ван вокруг CD45-положительных клеток с низ-
ким боковым светорассеянием (лимфоциты) [7, 
12]. Распределяя клетки из гейта R1 по наличию 
рецепторов CD4 (рис. 1Б, Г), мы получаем про-
центное содержание CD4-лимфоцитов. Подсчет 
абсолютного содержания CD4-лимфоцитов, 

как и остальных субпопуляций лимфоцитов, осу-
ществлялся двухплатформенным методом: путем 
математического пересчета количества лейко-
цитов и лимфоцитов в образце периферической 
крови и полученного процентного содержание 
CD4-лимфоцитов [3].

Для обработки статистических данных ис-
пользовалась программа GraphPad Prism5. Рас-
считывали следующие показатели: среднее, ме-
диана, минимальное и максимальное значение, 
стандартное отклонение, критерий Блэнда–
Альт мана, критерий Фридмана [4].

Результаты и обсуждение
В таблицах 1 и 2 представлены данные описа-

тельной статистики результатов измерения от-
носительных и абсолютных значений субпопу-
ляций лимфоцитов, выполненных различными 
реагентами на различных приборах. 

Особого внимания заслуживает тот факт, что 
в группу определения относительных и абсолют-
ных значений CD4-лимфоцитов вошли пробы 
как с высоким, так и с низким содержанием дан-
ного показателя (табл. 1).

По данным описательной статистики мы 
не видим сильных отличий в результатах, полу-
ченных при использовании различных методик. 
Для более информативного представления при-
меним анализ Блэнда–Альтмана (табл. 3, 4). 
На графиках Блэнда–Альтмана отображалась 
разность значений количества CD4-лимфоцитов, 
полученных двумя сравниваемыми методами 
(по оси у), относительно среднего этих значе-
ний (по оси х) (рис. 2). Подсчитывалась средняя 
разница значений (bias), которая характеризу-
ет систематическое расхождение результатов, 
и границы согласия (Limits of Agreement; LOA), 

Рисунок 1. Алгоритм определения CD4- и CD3-лимфоцитов с использованием МаТ CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PE-Сy5 
(«КЛИМ-Тест», Лаборатория Константа, Россия)
Примечание. А, Б –  алгоритм анализа на проточном цитометре FACSCalibur (BD, USA) и Epics (Beckman Coulter, USA): А – гистограмма 
распределения лейкоцитов периферической крови с использованием CD45 меченного PCy5. Б – CD3+CD4+ Т-клетки (квадрант II), 
R3- CD3-лимфоциты. B, Г – алгоритм анализа на проточном цитометре Epics (Beckman Coulter, USA): B – гистограмма распределения 
лейкоцитов периферической крови с использованием CD45 меченного PCy5. Г – CD3+CD4+Т-клетки (квадрант II), CD3-лимфоциты – 
квадрант II+IV.
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ТАБЛИцА 1. СРАВнИТеЛьнАя хАРАКТеРИСТИКА РезуЛьТАТоВ ИзМеРенИя оТноСИТеЛьных И АБСоЛюТных 
знАченИй CD4- И CD3-ЛИМфоцИТоВ [n = 21; M±SD; Me (min-max)]

Методика (прибор + реагент)
Calibur / КЛИМ-Тест Calibur / MultiTEST Epics / КЛИМ-Тест Epix / IOTest

CD4-лимфоциты, % 
32,13±11,06 32,29±10,54 32,48±11,19 31,86±10,55

27,7
(15,7-54,0)

30,0
(15,0-52,0)

28,30
(15,3-53,3)

28,0
(16,0-51,0)

CD4-лимфоциты, клеток/мкл
650,0±330,19 659,2±318,96 664,19±334,04 651,24±313,4

574,0
(270,0-1782,0)

602
(258-1716)

604,0
(263,0-1759,0)

598
(275-1683)

CD3-лимфоциты, %
77,65±6,78 77,81±6,72 77,89±6,57 77,6±6,58

78,30
(61,7-87,3)

77,0
(62,0-88,0)

77,6
(63,3-87,30)

77,2
(62,0-88,0)

CD3-лимфоциты, клеток/мкл
1552,86±349,1 1555,3±346,5 1558,14±351,9 1551,8±348,9

1516,0
(1064,0-2363,0)

1492,0
(1068,0-2391,0)

1505,0
(1055,0-2400,0)

1488,0
(1094,0-2391,0)

характеризующие разброс значений, а также 
стандартное отклонение от средней разницы зна-
чений (SD of bias).

Анализ Блэнда–Альтмана показывает прак-
тически полное отсутствие систематического 
расхождения и относительно небольшой раз-
брос значений как относительных, так и абсо-
лютных значений, CD4-лимфоцитов. Таким об-
разом, измерения, полученные рассмотренными 
способами, хорошо согласуются друг с другом. 
Аналогичные результаты мы получили при ана-
лизе результатов измерений относительных 
и абсолютных значений CD3-, CD8- и CD19-
лимфоцитов (табл. 3, 4).

Для оценки различия между измерениями, 
поскольку у нас нет уверенности, что получен-
ные данные подчиняются нормальному распре-
делению, применен также непараметрический 
аналог дисперсионного анализа повторных из-
менений – критерий Фридмана. Он применя-
ется для сопоставления показателей, измерен-
ных в трех или более условиях на одной и той 
же выборке испытуемых. Поскольку p-значения 
для всех показателей превышают значение 
α = 0,01, делаем вывод, что значения измеряе-
мых параметров для разных условий экспери-
мента не отличаются по уровню значимости 0,01 
(табл. 5) [4]. 

Также нами были проанализированы абсо-
лютные значения CD4-лимфоцитов в зависимо-
сти от величины исследуемых значений. Резуль-
таты анализов образцов были разделены на две 

группы: выше и ниже 500 клеток/мкл. Основани-
ем для такого разделения послужило показание 
к началу антиретровирусной терапии при сни-
жение уровня CD4-лимфоцитов меньше 500 кле-
ток/мкл по рекомендации ВОЗ [5]. P-значение 
критерия Фридмана для группы с абсолютными 
значениями CD4-лимфоцитов меньше 500 кле-
ток/мкл равно 0,916, а для группы с абсолют-
ными значениями CD4-лимфоцитов выше 500 
клеток/мкл – 0,109. Полученные данные не по-
зволяют сделать вывода о наличии зависимости 
разности измерений от величины исследуемых 
показателей.

В результате проведенных исследований де-
лаем следующие выводы: Во-первых, резуль-
таты измерений при использовании реагентов 
«КЛИМ-Тест» (Лаборатория Константа, Россия) 
в сравнении с реагентами Becton Dickinson (USA) 
и Beckman Coulter (USA) хорошо согласуются друг 
с другом, имеют практически полное отсутствие 
систематического расхождения и относительно 
небольшой разброс значений. Поэтому реаген-
ты «КЛИМ-Тест» (Лаборатория Константа, Рос-
сия) могут быть использованы как на проточных 
цитометрах компании Becton Dickinson (USA), 
так и на проточных цитометрах Beckman Coulter 
(USA). Во-вторых, реагент «КЛИМ-Тест» (Лабо-
ратория Константа, Россия) одинаково работает 
при уровне CD4-лимфоцитов выше и ниже 500 
клеток/мкл. В-третьих, применение реагентов 
«КЛИМ-Тест» (Лаборатория Константа, Рос-
сия) с трехцветной меткой в составе которой есть 
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ТАБЛИцА 2. СРАВнИТеЛьнАя хАРАКТеРИСТИКА РезуЛьТАТоВ ИзМеРенИя оТноСИТеЛьных И АБСоЛюТных 
знАченИй CD8- И CD19-ЛИМфоцИТоВ [n = 15; M±SD; Me (min-max)]

Методика (прибор + реагент)
Calibur / КЛИМ-Тест Calibur / MultiTEST Epics / КЛИМ-Тест

CD8-лимфоциты, % 
26,43±7,66 26,93±8,16 26,20±8,16

29,0
(12,0-40,0)

29,0
(13,0-42,0)

29,0
(12,0- 39,0)

CD8-лимфоциты, клеток/мкл
550,07±177,96 561,3±188,27 543,33±183,6

528,0
(159,0-846,0)

528,0
(172,0-893,0)

505,0
(159,0-810,0)

CD19-лимфоциты, % 
10,65±4,05 10,60±4,15 10,73±3,94

10,0
(5,0-20,0)

10,0
(5,0-19,0)

10,0
(6,0-19,0)

CD19-лимфоциты, клеток/мкл
243,20±169,92 236,73±156,66 233,8±155,03

187,0
(93,0-739,0)

184,0
(93,0-669,0)

184,0
(94,0-669,0)

ТАБЛИцА 3. РезуЛьТАТы АнАЛИзА По МеТоду БЛЭндА–АЛьТМАнА дЛя оТноСИТеЛьных И АБСоЛюТных 
знАченИй CD4- И CD3-ЛИМфоцИТоВ (n = 21)

Исследуемые параметры

Прибор + Реагент 
Calibur Epics Calibur / Epics

КЛИМ-Тест / 
MultiTEST КЛИМ-Тест / IOTest КЛИМ-Тест / КЛИМ-

Тест

CD4, %

Bias -0,1524 0,6238 -0,3476
SD of bias 1,375 1,192 0,9421
95% Limits of 
Agreement -2,847; 2,543 -1,712; 2,959 -2,194; 1,499

CD4, клеток/мкл

Bias -9,238 12,95 -14,19
SD of bias 38,29 32,45 39,41
95% Limits of 
Agreement -84,49; 66,02 -50,65; 76,56 -91,43; 63,05

CD3, %

Bias -0,1571 -0,2857 -0,2333
SD of bias 1,357 1,393 0,9911
95% Limits of 
Agreement -2,817; 2,503 -2,444; 3,016 -2,176; 1,709

CD3, клеток/мкл

Bias -2,429 6,476 -5,238
SD of bias 28,22 25,86 20,22
95% Limits of 
Agreement -57,74; 52,89 -44,20; 57,16 -44,88; 34,40

CD45 (CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PE-Сy5) соот-
ветствует стандартам подсчета CD4-лимфоцитов 
у ВИЧ-инфицированных пациентов, что позво-
ляет рекомендовать данный реагент для монито-

ринга ВИЧ-инфекции. К достоинству реагентов 
«КЛИМ-Тест» (Лаборатория Константа, Россия) 
также следует отнести их меньшую стоимость 
по сравнению с зарубежными производителями.
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ТАБЛИцА 4. РезуЛьТАТы АнАЛИзА По МеТоду БЛЭндА–АЛьТМАнА дЛя оТноСИТеЛьных И АБСоЛюТных 
знАченИй CD8- И CD19-ЛИМфоцИТоВ (n = 15)

Исследуемые параметры  

Реагент + Прибор
Calibur Calibur / Epics

КЛИМ-Тест / MultiTEST КЛИМ-Тест / КЛИМ-Тест

CD8, %

Bias 0,5 0,2333
SD of bias 1,524 1,208

95% Limits of Agreement -3,486; 2,486 -2,135; 2,601

CD8, 
клеток/мкл

Bias -11,27 6,733
SD of bias 43,15 29,22

95% Limits of Agreement -95,85; 73,32 -50,55; 64,01

CD19, %

Bias -0,233 0,367
SD of bias 0,678 0,812

95% Limits of Agreement -1,095; 1,562 -1,225; 1,958

CD19, 
клеток/мкл

Bias 6,467 9,4
SD of bias 19,75 21,48

95% Limits of Agreement -32,25; 45,18 -32,69; 51,49

Рисунок 2. Анализ Блэнда–Альтмана для абсолютных значений CD4-лимфоцитов

ТАБЛИцА 5. Р-знАченИе КРИТеРИя фРИдМАнА дЛя оТноСИТеЛьных И АБСоЛюТных знАченИй CD4-, CD8-, 
CD3- И CD19-ЛИМфоцИТоВ

Исследуемый показатель Р-значение критерия Фридмана
CD4-лимфоциты, % (n = 21) 0,313
CD4-лимфоциты, клеток/мкл (n = 21) 0,342
CD8-лимфоциты, % (n = 15) 0,122
CD8-лимфоциты, клеток/мкл (n = 15) 0,195
CD3-лимфоциты, % (n = 21) 0,532
CD3-лимфоциты, клеток/мкл (n = 21) 0,499
CD19-лимфоциты, % (n = 15) 0,156
CD19-лимфоциты, клеток/мкл (n = 15) 0,156

Анализ реагентов КлимТест  
и MultiTEST на приборе FACSCalibur
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