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Резюме. Целью данной статьи было ознакомить широкий круг специалистов с новыми разработ-
ками метода проточной цитометрии, нашедшими применение в медико-биологической практике для 
возможности последующего внедрения их в практическую работу. К ним можно отнести следующее: 
определение антиген-специфических клеток с использованием технологии тетрамеров, цитометриче-
ское определение цитокинов в биологических жидкостях, определение чувствительности базофилов 
in vitro в ответ на действие аллергенов, определение по мембранным маркерам хелперов первого типа 
и Т-регуляторных клеток. Используя многопараметрический анализ, многоэтапное «гейтирование» 
и новые технологии, проточная цитометрия позволяет локализовать и отследить большинство про-
цессов в результате развития иммунного ответа. Изучив его протекание, мы получаем возможность 
адекватно реагировать на все изменения, разрабатывать новые подходы к коррекции активности па-
тологически измененных клеток и процессов, которые они определяют.
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Expansion of opportunitiEs of thE flow cytomEtry mEthod for clinical and 

immunologycal practicE
abstract. The purpose of this article was to make a broad audience of experts familiar to new developments 

in the method of flow cytometry that have found applications in medical and biologic studies, in order of their 
further implementation into everyday practice. These applications include the following approcahes: detection 
of antigen-specific T-cells by using of tetramer technology, flow cytometric determination of cytokines 
in biological liquids, determination of in vitro sensitivity of basophilic granulocytes to allergen effects, detection 
of Th1 and Т-reg cells by their cell surface markers. When using multi-parametric analysis, a multi-step gating 
and other new technologies, the flow cytometry technique allows of location and tracing the majority of processes 
occurring in development of immune response. When studying these dynamic events, we get an opportunity 
to react adequately to apropriate changes, and to develop new approaches to correct altered cellular activities, 
that they should determinate. (Med. Immunol., 2008, vol. 10, N 1, pp 5-12)
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Проточная цитометрия как многопрофильная 
технология быстрого анализа все шире и шире 
входит в медико-биологическую практику. В свою 

очередь, методологическая база проточной цито-
метрии продолжает интенсивно развиваться, и ее 
применение уже не ограничивается только опре-
делением мембранных маркеров, мониторингом 
иммунного статуса [10, 19, 36], диагностикой 
лейкозов и лимфопролиферативных заболева-
ний [1, 3, 28]. В последнее время появился целый 
ряд новых приложений данной технологии, ко-
торые, используя многоцветный анализ, получи-
ли широкое распространение и активно входят 
в практику медико-биологических исследований. 
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К ним можно отнести следующее: определение 
антиген-специфических клеток с использовани-
ем технологии тетрамеров [31], цитометрическое 
определение цитокинов внутри клеток [12] и в био-
логических жидкостях [9], определение чувстви-
тельности базофилов in vitro в ответ на действие 
аллергенов [7] и многое другое.

Многопараметрический, многоцветный ана-
лиз позволяет не только определить наличие 
тех или иных маркеров популяции клеток в ис-
следуемом образце, но и локализовать и полно-
стью охарактеризовать отдельные субпопуля-
ции. Это стало возможно за счет «гейтирования» 
(от английского «gate» – ворота), то есть за счет 
введения логических ограничений в протокол 
исследования. Под термином «гейтирование» 
мы понимаем зону анализа популяции клеток 
с заданными характеристиками. «Гейтирование» 
может быть многоступенчатым. Примером это-
го может служить анализ распределения CD38, 
CD62L, CD95 и HLA-DR маркеров на CD4+Т-
лимфоцитах, экспрессирующих рецепторы CD25 
в разной плотности [4].

Целью данной статьи было ознакомить ши-
рокий круг специалистов с новыми разработка-
ми для возможности последующего внедрения 
их в практическую работу.

Технология тетрамеров. Антиген-специфичес-
кие CD8+T-клетки играют существенную роль 
в устранении вирусных инфекций и клеток 
опухолей [15, 23]. Поэтому появление методов 
их детекции, с учетом наиболее полной харак-
теристики этих клеток, позволяют наиболее 
точно расшифровать механизмы адаптивного 
(специфического) клеточного иммунного ответа 
[23]. Возможность локализовать и охарактери-
зовать антиген-специфические CD8+T-клетки 
стала возможна только в последнее время благо-
даря использованию тетрамеров. В основе этой 
технологии лежит создание тетрамеров главного 
комплекса гистосовместимости (MHC) класса I, 
с помощью которых стала возможной визуализа-
ция антиген-специфических CD8+T-клеток [31].

Тетрамер MHC – это комплекс четырех моле-
кул MHC, которые ассоциированы со специфи-
ческим пептидом и помечены флуоресцентным 
красителем. Аффинность взаимодействия моле-
кул MHC с Т-клеточным рецептором (TCR) не-
высока, поэтому необходима мультимеризация 
мономера в тетрамерную молекулу. Такой тетра-
мер значительно эффективнее взаимодействует 
с TCR на лимфоцитах и позволяет детектиро-
вать клетки, специфичные к данному комплек-
су пептида и молекул MHC. Для того, чтобы 
получить тетрамер, поступают следующим об-
разом. Рекомбинантные мономерные молекулы 
МНС конъюгируют с биотином и ассоциируют 

со специфическим пептидом. Данные комплексы 
объединяют в тетрамер за счет молекул стрепта-
видина, который имеет четыре активных центра. 
Так как стрептавидин до получения тетрамера 
мечен флуорохромом, то регистрируют именно 
его флуоресценцию.

Существенными недостатками использова-
ния технологии тетрамеров являются эпитопная 
специфичность и MHC-рестрикция. Для раз-
вития Т-клеточного ответа требуется одновре-
менное распознавание специфического пептида 
и молекулы MHC. Это означает, что Т-клетка 
распознает антиген только в том случае, если 
он представлен MHC-молекулой соответствую-
щего гаплотипа. Таким образом, необходимо 
знать MHC-фенотип пациента и выбирать тетра-
меры, соответствующие его гаплотипу. С другой 
стороны, чтобы охватить всю интересующую по-
пуляцию индивидов, необходимо использовать 
панели разных тетрамеров в соответствии с часто-
той встречаемости разных аллелей MHC. Иными 
словами, если мы имеем дело с однородными 
национальными группами людей, то достаточно 
просто создать тетрамеры, специфичные практи-
чески для всей популяции. В свою очередь, если 
исследования проводятся на многонациональ-
ной популяции, с большим количеством детей 
от смешанных браков, необходимо иметь широ-
кую панель тетрамеров в соответствии с встреча-
ющимися в данной популяции аллелями MHC.

Применение технологии тетрамеров на ла-
бораторных животных, в клинических иссле-
дованиях привело к значительному прогрессу 
в понимании основного механизма дифференци-
рования и формирования долгосрочной памяти 
CD8+T-клеток [23, 24, 46]. Такие исследования, 
несомненно, приведут к новой стратегии как ми-
нимум для иммунотерапии опухолей и окажут 
влияние на механизмы получения новых вакцин.

Не смотря на то, что технология MHC-
тетрамеров широко использовалась в научных 
исследованиях для анализа фенотипа и функций 
CD8+T-клеток [31], в медицинской практике это-
му значительно препятствовали сложности по-
лучения тетрамеров [5] и дороговизна реагентов 
коммерческого происхождения. Однако позднее 
была разработана упрощенная процедура для 
подготовки тетрамеров [16] в случае исследова-
ния HCMV-специфических CD8+T-клеток [17, 
47, 49].

Таким образом, на сегодняшний день созда-
ны значительные предпосылки для внедрения 
технологии тетрамеров в широкую клиническую 
практику для количественной оценки антиген-
специфических эффекторных цитотоксических 
клеток. Необходимость определения последних 
очень важна для назначения этиотропной тера-
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пии (например, для прогноза и лечения HCMV-
инфекции в трансплантологии, при патологии, 
связанной только с клеточными типами реакции 
иммунной системы и т.д.).

Мультиплексный анализ содержания цитоки­
нов в биологических жидкостях и супернатантах 
клеточных культур методом проточной цитомет­
рии. Мультиплексный анализ представляет собой 
метод, позволяющий в одном образце идентифи-
цировать и количественно определить сразу не-
сколько аналитов. Возможность проточной цито-
метрии различать индивидуальные микросферы 
на основе размера, интенсивности флуоресцен-
ции и/или длин волн флуоресценции позволяет 
проводить мультиплексные анализы. Использо-
вание микросфер, отличающихся по размерам, 
для мультиплексного анализа было описано для 
различных аналитов и в многочисленных публи-
кациях [6, 25, 26]. Однако дискриминация микро-
сфер по флуоресценции описана сравнительно 
недавно [14, 22].

В основе мультиплексного анализа ле-
жит принцип, подобный ELISA. Микросферы 
с конъюгированными антителами к определен-
ным цитокинам или каким-либо другим белкам 
добавляют к жидкости, содержащей исследуемые 
антигены. Происходит взаимодействие антиген-
антитело. После этого добавляют вторые анти-
тела, направленные против другого эпитопа 
данного антигена, связанные с биотином, и по-
лученный комплекс проявляют конъюгатом 
стрептавидин-фикоэритрин или каким-либо 
другим флуорохромом.

Таким образом, если взять два типа микро-
сфер, различающихся как по размерам (4,4 мкм 
и 5,5 мкм), так и по интенсивности флуоресцен-
ции (каждый тип флуоросфер имеет 5 вариантов 
интенсивности флуоресценции в определенной 
области спектра), их можно разнести на разные 
гистограммы, отображающие частицы одного раз-
мера. В свою очередь, если каждый тип флуорос-
фер (различающихся одновременно по размерам 
и флуоресценции) несет антитела к определенно-
му объекту, появляется возможность определить 
в одном образце наличие сразу 10 цитокинов или 
каких-либо других растворимых факторов. Зна-
чения интенсивности флуоресценции сравнива-
ют с калибровкой и в результате получают кон-
центрацию исследуемых аналитов в растворе [9]. 
Существует возможность значительно увеличить 
количество исследуемых аналитов при исполь-
зовании данного подхода. Например, если взять 
сразу нескольких типов микросфер с разными ди-
аметрами, то можно в одном образце одновремен-
но определять до 100 видов различных белков.

Данные, полученные путем определения кон-
центрации цитокинов в сыворотке на основе 

микросфер, вполне сопоставимы с результатами, 
полученными с использованием ELISA [35].

Мультиплексный анализ с успехом был при-
менен и к другим объектам, таким как β2-микро-
глобулин [6], ростовые факторы [29], существуют  
наборы для определения Th1/Th2-клеток и кар-
диоваскулярная панель (Bender MedSystems 
GmbH, Австрия) и т.д.

Реагенты для мультиплексного анализа про-
изводят целый ряд фирм, такие как Bender 
MedSystems GmbH (Австрия), Becton Dickinson 
(США), LINCO Research, Inc. (США), Bio-Rad 
Laboratories, Inc. (США), R&D Systems, Inc. 
(США), BioSource International, Inc. (США) и др.

Все это уже сегодня позволяет широко при-
менять этот методический подход и значительно 
удешевить аналитическое определение различ-
ных субстратов в исследуемом материале (кровь, 
сыворотка крови, выделения человека и живот-
ных, супернатанты клеточных культур и т.д.). 
Мультиплексный анализ увеличивает скорость 
и точность исследования, а в некоторых случа-
ях и повышает чувствительность методов за счет 
того, что проточная цитометрия обладает огром-
ной производительностью. Таким образом, ис-
пользование данного подхода позволит значи-
тельно расширить возможности лабораторной 
аналитики, особенно при массовых многоплано-
вых (многопараметровых) обследованиях.

Определение th2­клеток по мембранным марке­
рам. До последнего времени наличие Th1 и Th2-
клеток определяли исключительно по продукции 
внутриклеточных цитокинов [11, 33, 37, 38], по-
скольку не было известно мембранных маркеров, 
характерных для каждого из этих типов Т-клеток. 
Однако в последнее время в результате поиска 
молекул, различающих Th1 от Th2-клеток, были 
получены антитела, которые взаимодействова-
ли с Т-клетками, причем исключительно с Th2 
[34]. Данная молекула относится к семейству 
рецепторов хемоаттрактантов и получила назва-
ние CRTH2 (Chemoattractant Receptor TH2). Фе-
нотип CD4+ клеток, экспрессирующих данный 
маркер, представляет собой следующее сочета-
ние CD45RA-CD45R0+CD25+. Они продуцируют 
IL-4 (а также IL-5 и IL-13), но не IFNγ. Таким 
образом, это антиген-активированные эффек-
торные Тh-клетки. В последствии CRTH2 была 
обнаружена и на других типах клеток перифери-
ческой крови, таких как базофилы, эозинофи-
лы, активированные моноциты и на небольшом 
количестве CD8+T-клеток. Моноклональные 
антитела против CRTH2 были изучены и класте-
ризованы, а на 8-м рабочем совещании HLDA-8 
(Workshop and Conference on Human Leukocyte 
Differentiation Antigens, Аделаида, Австралия) от-
несены к CD294 [51].
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Используя многопараметрический анализ 
и CD294 (рис. 1), достаточно легко локализовать 
Th2-клетки, не прибегая к определению продук-
ции внутриклеточных цитокинов [7].

CRTH2 был использован для локализации 
Th2-клеток в многоцветном цитометрическом 
анализе при атопическом дерматите [20] и аллер-
гических заболеваниях [18].

Использование данного подхода позволит 
в клинической практике более точно определять 
преимущественную направленность регуляции 
иммунного ответа. Становится возможной диа-
гностика не только при типичных состояниях, 
связанных с Th2-ответом (аллергия), но и, что 
очень важно, при комбинированных формах 
иммунопатологии (сочетание нескольких раз-
нонаправленных процессов у одного пациента), 
а значит, появляется возможность адекватного 
назначения этиотропной и патогенетически-
обоснованной терапии [2].

Тест на аллергическую реакцию. Продолжи-
тельное время работы по локализации и анализу 
базофилов находились на крае интереса проточ-
ной цитометрии, что было связано с незначитель-
ным содержанием этих клеток в периферической 
крови (до 0,5%). Таким образом, определение 
их свойств не было рутинной задачей. В настоя-
щее время этой проблематике уделяется большее 
внимание, о чем свидетельствует множество пу-
бликаций.

Существует целый ряд специфических пара-
метров, которые можно измерить на базофилах. 
Это прежде всего мембранный IgE и экспрессия 
CD63 молекулы [7]. Анализ мембранного IgE 
представляет из себя достаточно сложную зада-
чу ввиду значительных различий в его экспрес-
сии у отдельных индивидуумов. В связи с этим, 
недавно описанные маркеры базофилов заняли 
важное положение среди используемых параме-
тров для анализа аллергической реакции in vitro – 
это CD203c и CD294 (CRTH2).

Существенное место в процессе активации 
базофилов занимают такие антигены, как CD63+ 
и CD203c+. Они отличаются своей экспрессией 

и местоположением в клетке. CD63+ находит-
ся внутри клеток на мембране гранул, которые 
содержат гистамин, лейкотриены и цитокины. 
После стимуляции аллергеном происходит де-
грануляция клеток и CD63+ оказывается на по-
верхности базофилов. Напротив, CD203c являет-
ся мембранным антигеном [8].

Моноклональные антитела к данному марке-
ру были описаны в 1999 году и кластеризованы 
на 7-й конференции HLDA в [30], таким обра-
зом, CD203c относится к достаточно новым ан-
тигенам.

Исследования показали, что экспрессия CD63 
молекул в процессе активации базофилов ал-
лергеном увеличивается на 100%, тогда как экс-
прессия CD203c рецепторов возрастает на 350%. 
Таким образом, определение CD203c рецептора 
является значительно лучшим маркером для ана-
лиза активации базофилов [7].

Как было описано выше, CD294 может экс-
прессироваться не только на Th2-клетках, но и на 
базофилах. Таким образом, если локализовать пу-
тем «гейтирования» зону мононуклеаров, то фено-
тип базофилов можно описать как CD294+CD3–, 
тогда как активированные базофилы будут иметь 
фенотип CD3–CD294+CD203c+ [7].

Таким образом, если активировать базофи-
лы in vitro, то в многопараметрическом анализе 
можно увидеть изменение экспрессии молекулы 
CD203c+ на их мембране относительно контроль-
ных образцов.

Для активации базофилов in vitro, как правило, 
используют агенты, активирующие максимальное 
количество базофилов это анти-IgE, анти-FceRI 
или синтетический пептид FMLP (FormylMethionyl-
LeucylPhenylalanine). В ходе же анализа в даль-
нейшем используют различные аллергены [32].

В настоящее время разработаны наборы, пред-
назначенные для идентификации покоящихся 
и активированных базофилов (рис. 2). Они со-
держат все компоненты, необходимые для про-
ведения анализа, за исключением аллергенов 
(исследователи, как правило, сами подбирают 
необходимый набор аллергенов, в зависимости 
от аллергоанамнеза пациента). В частности это 
«Allergenicity Kit» фирмы Beckman Coulter.

Использование данного подхода предостави-
ло недоступную ранее возможность, определять 
наличие сенсибилизации к аллергенам (напри-
мер, таким как лекарственные препараты), вы-
являть аллергические состояния не связанные 
со специфическим IgE-ответом, диагностировать 
и дифференцировать псевдоаллергические реак-
ции и т.д.

Регуляторные Т­клетки. Последние годы боль-
шой интерес вызывают регуляторные Т-клетки 
(Treg). Этот интерес связан с тем, что Treg игра-

Рисунок 1. Локализация Th2-клеток  
с использованием моноклональных антител к CD294. 
Многопараметрический анализ клеток периферической 
крови с использованием CD3-PC5, CD203c-PE  
и CRTH2-FITC (Boumiza R. et al., Clin. and Mol. Allergy, 2005)
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ют важную роль в иммуносупрессии. Это имеет 
огромное значение в таких областях как: ауто-
иммунные заболевания, трансплантационная  
иммунология, противоопухолевый ответ и им-
муногомеостаз. С одной стороны, Treg регули-
руют Т-клеточный гомеостаз, предотвращают 
аутоиммунные заболевания, аллергии, гипер-
чувствительность, способствуют толерантности 
после трансплантации и предотвращают реак-
цию трансплантат против хозяина [39, 44, 45].  
Но, с другой стороны, снижают противоопухоле-
вый иммунитет и снижают иммунитет к инфек-
циям [43]. Таким образом, локализация и коли-
чественное определение Treg может быть важным 
как диагностическим, так и прогностическим 
признаком.

Treg клетки имеют следующий фенотип 
CD3+CD4+CD25highCD45R0+CD95+, однако наи-
более важным их маркером является FOXP3 [13, 
48]. Недавние исследования показали, что FOXP3, 
который кодирует фактор транскрипции скурфин 
(scurfin) и является главным регулирующим геном 
для развития и функционирования CD4+CD25high 
регуляторных T-клеток [41]. В настоящее время, 
самым точным маркером для идентификации Treg 
клеток является как раз фактор транскрипции 
FOXP3. Однако идентификация этого маркера 
требует пермеабилизации клеток, что затрудняет 
работу по идентификации Treg.

Недавнее исследование продемонстрировали, 
что экспрессия CD127 на Treg клетках снижена 
или отсутствует [27]. В свою очередь, эксперемен-
ты in vitro показали, что экспрессия CD127 после 
активации Т-клеток резко снижается [42]. CD127 
представляет из себя α-цепь гетеродимерного ре-
цептора IL-7, который состоит из CD127 и общей 
γ-цепи, которая представлена и у других рецеп-
торов цитокинов (IL-2R, IL-4R, IL-9R, IL-15R, 
и IL-21R). CD127 экспрессируется на тимоцитах, 

T- и B-предшественниках, зрелых T-клетках, мо-
ноцитах и некоторых других лимфоидных и мие-
лоидных клетках. Показано, что IL-7R играет 
важную роль в пролиферации и дифференциров-
ке зрелых T-клеток [21, 40, 50].

Таким образом, окончательный фенотип Treg 
клеток будет выглядеть следующим образом: 
CD3+CD4+CD25brightCD127dim-to-negFOXP3+, и для 
их детектирования можно использовать данный 
фенотип Treg, без выявления FOXP3. Для более 
точной локализации Treg клеток предпочтительно 
использовать многоцветный анализ и многоэтап-
ное «гейтирование» с использованием следующе-
го набора моноклональных антител – CD3-FITC, 
CD4-PC7, CD25-PC5 и CD127-PE.

В заключение хотелось бы отметить, что клет-
ки иммунной системы активно реагируют на все 
протекающие в организме процессы, такие как 
воспаление, стресс, аллергены, внешние раздра-
жители и многое другое. Они приспосабливаются 
к воздействию окружающей их среды, отвечают 
на него изменением экспрессии молекул на мем-
бране клеток. Таким образом, включается один 
из механизмов иммунорегуляции, т.е. модуляция 
экспрессии маркеров клеточной поверхности. 
Используя многопараметрический анализ, мно-
гоэтапное «гейтирование» и новые технологии, 
проточная цитометрия позволяет локализовать 
и отследить эти процессы, изучить их протекание, 
а значит адекватно на них реагировать, разраба-
тывать новые подходы к коррекции активности 
патологически измененных клеток и процессов, 
которые они определяют.
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