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Резюме. В  статье  рассматриваются  вопросы  использования  6-цветного  анализа  для  исследова-
ния  параметров  иммунного  статуса  методом  проточной  цитометрии.  Цельная  кровь  условно  здо-
ровых доноров окрашивалась комбинацией моноклональных антител HLA-DR-FITC, CD16+56-PE,  
CD4-ECD, CD19-ECD, CD8-PC5.5, CD3-PC7, CD45-APC (Beckman Coulter, США) по безотмывоч-
ной  технологии.  Для  настройки  напряжения  ФЭУ  проточного  цитометра  использовали  пробирки, 
окрашенные  каждым  моноклональным  антителом  по  отдельности,  оптимальным  считали  напря-
жение при нахождении негативной популяции по центру первой декады логарифмической шкалы. 
Настройка компенсаций осуществлялась в автоматическом режиме программного обеспечения про-
точного цитометра Navios (Beckman Coulter, США). Также рассматривается оптимальная «стратегия 
гейтирования» для получения искомых популяций Т-клеток (CD3+CD19-), Т-хелперов (CD3+CD4+), 
цитотоксических  Т-лимфоцитов  (CD3+CD8+),  В-клеток  (CD3-CD19+),  NK-клеток  (CD3-CD56+), 
NКТ-клеток (CD3+CD56+), активированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+).
Ключевые слова: проточная цитометрия, многоцветный анализ, иммунофенотипирование лимфоцитов
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Abstract. The article deals with applications of six-color flow analysis for studying the immune state parameters 
by means of flow cytometry. Whole blood from healthy donors was stained with combination of monoclonal 
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Введение
В  настоящее  время  метод  проточной  цито-

метрии  широко  применяется  для  анализа  кле-
точного  состава  периферической  крови.  Суще-
ственными  преимуществами  данного  метода 
перед микроскопией является высокая скорость 
и  точность  проводимых  исследований,  а  также 
статистическая  достоверность  получаемых  ре-
зультатов.  Первые  исследования,  проведенные 
на  проточных  цитофлуориметрах  с  использо-
ванием  препаратов  моноклональных  антител, 
датируются  началом  70-х  годов  ХХ  века,  когда 
появились первые цитофлуориметры, оснащен-
ные аргоновыми и криптоновыми лазерами, что 
позволило  одновременно  детектировать  краси-
тели,  содержащие  флуоресцеин  и  родамин  [17]. 
Однако  уже  в  начале  80-х  годов  с  появлением 
твердотельных  лазеров  к  спектру  применяемых 
флуорохромов  был  добавлен  абсолютно  новый 
класс  соединений  –  фикобилины  [18].  К  этой 
группе соединений относятся фикоэритрин (РЕ) 
и аллофикоцианин (АРС). Уже в конце 80-х го-
дов  на  основе  РЕ  были  созданы  новые  краси-
тели,  состоящие  из  двух  соединенных  вместе 
флуоресцентных  молекул  и  получившие  наи-
менование  «тандемных»  красителей.  К  их  чис-
лу  относятся  PE-Texas  Red,  PE-Cy5,  PE-Cy5.5, 
PE-Cy7 и некоторые другие [9]. Появление этих 
красителей  позволило  на  приборах,  оснащен-
ных  только  голубым  лазером,  анализировать 
до 5 флуоресцентных параметров одновременно. 
В  90-е  годы  появляются  новые  тандемные  кра-
сители  для  красного  лазера,  синтезированные 
на основе АРС, и первые синтетические краси-
тели семейства Alexa Fluor [14]. Благодаря этому 
широкому  кругу  исследователей  становится  до-
ступным многоцветный анализ c использовани-
ем  антител,  конъюгированных  с  флуорохрома-
ми, для которых применяются лазеры с длинами 
волн  407,  488  и  595  нм  [13],  что  позволяет,  по-
мимо параметров прямого и бокового светорас-
сеяния,  оценивать  уровень  связывания  восьми 

антител в одной пробирке. Дальнейшее развитие 
технологий привело к появлению работ, в кото-
рых  число  одновременно  оцениваемых  параме-
тров  флуоресценции  достигло  одиннадцати  [7]. 
Следующим  шагом  стало  изобретение  красите-
лей  на  основе  флуоресцентных  полупроводни-
ковых  нанокристаллов,  или  «квантовых  точек» 
(Qdots или Quantum Dots), а также сравнительно 
недавно  появившихся  на  рынке  флуорохромов 
семейства  Brilliant  Violet™,  первые  упоминания 
о которых в литературе датируются началом 2012 
года [16]. Развитие приборной базы и появление 
широкого  спектра  новых  синтетических  флу-
оресцентных  красителей  привели  к  тому,  что 
в  научно-исследовательской  практике  появил-
ся  18-цветный  анализ,  позволяющий  не  только 
детально  описать  фенотип  клеток  интереса,  но 
исследовать  их  функциональную  активность  – 
например,  способность  к  пролиферации,  син-
тезу  различных  цитокинов  и  экспрессии  сра-
зу  нескольких  активационных  маркеров  [5,  6]. 
Именно  подобного  рода  исследования  в  насто-
ящее  время  считаются  апогеем  развития  про-
точной  цитометрии,  так  как  для  дальнейшего 
развития необходимы принципиальные измене-
ния  как  в  самих  проточных  цитофлуориметрах 
(например, развитие «масс-цитометрии»), так и 
в флуорохромах, применяемых для мечения мо-
ноклональных антител [4]. Вместе с тем, в нашей 
стране  самыми  распространенными  остаются 
проточные цитофлуориметры, предназначенные 
для определения четырех, пяти или шести флуо-
ресцентных  красителей  одновременно.  Именно 
поэтому целью данного исследования была разра-
ботка стандартных подходов для решения задачи 
по оценке иммунного статуса на одном из таких 
приборов. 

Материалы и методы
В  рамках  проведения  данного  исследования 

использовали  периферическую  кровь  условно 
здоровых  доноров,  полученную  путем  пункции 
локтевой  вены.  50  мкл  цельной  ЭДТА-стаби-

antibodies,  i.e.,  HLA-DR-FITC,  CD16+56-PE,  CD4-ECD,  CD19-ECD,  CD8-PC5.5,  CD3-PC7,  
CD45-APC (Beckman Coulter, USA) using a “no-wash” technology. To adjust  the photomultiplier (PMT) 
voltage,  we  used  the  tubes  with  each  of  the  tested  monoclonal  antibodies,  PMT  voltage  was  considered 
optimal when the negative population was located in the middle of the first decade at the logarithmic scale. 
The compensatory adjustment was performed in automatic mode, using Navios software (Beckman Coulter, 
USA).  We  discuss  an  optimal  gating  strategy  in  order  to  assess  the  populations  of  interest:  total  T  cells 
(CD3+CD19-), T helper cells (CD3+CD4+), cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+), B cells (CD3-CD19+),  
NK cells (CD3-CD16+CD56+), NKT cells (CD3+CD16+CD56+), activated T lymphocytes (CD3+HLA-DR+). 

Keywords: flow cytometry, multicolor analysis, immunophenotyping

Поддержано Министерством образования и науки РФ, проект № 1326.
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лизированной  крови  окрашивали  следующими 
моноклональными  антителами  (все  антитела 
производства Beckman Coulter, США) в соответ-
ствии  с  рекомендациями  производителя:  HLA-
DR-FITC  (кат.  №  IM1638U),  CD16-PE  (кат. 
№ A07766), CD56-PE (кат. № A07788), CD4-ECD 
(кат.  №  6604727),  CD19-ECD  (кат.  №  A07770), 
CD8-PC5.5  (кат.  №  A07758),  CD3-PC7  (кат. 
№  737657),  CD45-APC  (кат.  №  IM2473).  По-
сле  внесения  антител  образцы  тщательно  пере-
мешивали,  затем  инкубировали  при  комнатной 
температуре 15 минут в защищенном от света ме-
сте. По завершении инкубации при постоянном 
перемешивании добавляли 500 мкл лизирующе-
го  раствора  VersaLyse  Lysing  Solution  (Beckman 
Coulter, США), инкубировали еще 10 минут при 
комнатной  температуре  в  защищенном  от  света 
месте.  Анализ  образцов  проводили  на  проточ-
ном цитометре Navios™ (Beckman Coulter, США). 
Для каждого из образцов набирали не менее 5000 
лимфоцитов. 

Для настройки напряжения по каналам флуо-
ресценции  использовали  образцы  крови,  окра-
шенные  каждым  из  антител  по  отдельности. 
Напряжение  выставляли  таким  образом,  чтобы 
популяции  лимфоцитов,  не  связавшие  то  или 
иное антитело, находились ровно по центру пер-
вой  декады  логарифмической  шкалы  (рис.  1, 
А-Д). Напряжение по АРС – флуорохрому, с ко-
торым  были  конъюгированы  антитела  против 
CD45 – выставляли так, чтобы лимфоциты, об-
ладающие самой высокой среди всех лейкоцитов 
периферической крови плотность CD45 на своей 
поверхности,  находились  по  центру  третьей  де-
кады логарифмической шкалы (рис. 1Е). По за-
вершении  настройки  напряжения  на  каналах 
флуоресценции  проводили  настройку  цветовой 
компенсации.  Для  данной  процедуры  также  ис-
пользовали  указанные  выше  образцы  перифе-
рической  крови,  окрашенные  каждым  из  анти-
тел по отдельности, и частицы Flow Set Pro (кат. 
№  А63492,  Beckman  Coulter,  США).  Настройку 
проводили  в  автоматическом  режиме  с  исполь-

Рисунок 1. Настройка напряжения по каналам флуоресценции
Примечание. По оси абсцисс – боковое светорассеяние (SS), по оси ординат – интенсивность флуоресценции антител против  
HLA-DR, конъюгированных с ФИТЦ (гистограмма А), против CD16 и CD56, конъюгированных с РЕ (гистограмма Б), против CD4 и CD19, 
конъюгированных с ECD (гистограмма В), против CD8, конъюгированных с РС5.5 (гистограмма Г), против CD3, конъюгированных с РС7 
(гистограмма Д), и против CD45, конъюгированных с АРС (гистограмма Е). На гистограммах А-Д напряжение выставлено таким образом, 
чтобы лимфоциты, не несущие соответствующих антигенов, находились в пределах первой декады логарифмической шкалы;  
для CD45-АРС напряжение установлено так, чтобы популяция лимфоцитов – клеток, обладающих слабым боковым светорассеянием 
и имеющих высокую плотность CD45 – находилась в третьей декаде логарифмической шкалы флуоресценции. 
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зованием  приложения  «AutoSetup  Application 
Definition…» программного обеспечения Navios™ 
Software v1.2. Проверку корректности настройки 
параметров  цветовой  компенсации  осуществля-
ли  по  образцам  периферической  крови  услов-
но  здоровых  доноров  и  реагентам  Immuno-Trol 
Cells  (кат.  №  6607077,  Beckman  Coulter,  США), 
окрашенными всеми антителами одновременно. 
Анализ  полученные  результатов  проводили  при 
помощи  программного  обеспечения  Navios™ 
Software  v1.2  и  Kaluza™  v1.2  (Beckman  Coulter, 
США). 

Результаты и обсуждение
В  понятие  оценки  «иммунного  статуса» 

или  «исследования  субпопуляционного  соста-
ва  лимфоцитов  периферической  крови»  [1]  при 
помощи  проточной  цитофлуориметрии  включе-
но  определение  абсолютного  и  относительного 
количества  Т-клеток  (CD3+CD19-),  Т-хелперов 
(CD3+CD4+),  цитотоксических  Т-лимфоцитов 
(CD3+CD8+), В-клеток (CD3-CD19+), NK-клеток 
(CD3-CD56+), NKT-клеток (CD3+CD56+). 

Однако, любой протокол измерения в проточ-
ной  цитометрии  начинается  с  выделения  попу-
ляции «интереса», в нашем случае – это лимфо-
циты. Существует несколько способов выделить 
популяцию  лимфоцитов.  Во-первых,  при  помо-
щи параметров светорассеяния. Преимуществом 
данного метода является то, что любой проточный 
цитометр оснащен детекторами для регистрации 
параметров  прямого  и  бокового  светорассеива-
ния,  и  подобного  рода  выделение  лимфоцитов 
не  требует  дополнительных  финансовых  затрат. 
В то же время существует ряд ограничений по ис-
пользованию данного метода – при некачествен-
ном  лизисе  эритроцитов  существуют  сложности 
с отделением популяции лимфоцитов от популя-
ции дебриса [2]. Во-вторых, это применение ан-
тител  против  молекулы  CD45,  которая  является 
«пан-лейкоцитарным» маркером и представлена 
на всех лейкоцитах, но с разной интенсивностью 
мембранной  экспрессии.  При  использовании 
этой  стратегии  по  гистограмме  «боковое  свето-
рассеяние против флуоресценции CD45» лимфо-
цитами является популяция клеток, обладающая 
самой яркой экспрессией CD45 и наименьшими 
параметрами  бокового  светорассеивания.  Ос-
новным  недостатком  этого  метода  является  не-
обходимость  использования  дополнительного 
моноклонального антитела, что в целом способ-
но  увеличить  стоимость  исследования.  Кроме 
того, это требует задействовать отдельный флуо-
ресцентный канал для измерения интенсивности 
флуоресценции  CD45,  что  накладывает  опреде-
ленные  ограничения  в  случае  работы  приборов 
с малым количеством одновременно анализируе-

мых флуоресцентных сигналов. Преимуществом 
же  является  независимость  от  качества  лизиса, 
так как практически всегда можно выделить по-
пуляцию  интереса,  что  и  послужило  причиной 
внесения данного подхода выделения лимфоци-
тов  в  международные  рекомендации  по  клеточ-
ному анализу [12]. 

Отдельного  внимания  заслуживает  возмож-
ность применения антител против CD45 для ис-
ключения примеси моноцитов из зоны анализа. 
Появление  в  периферической  крови  большого 
количества  «провоспалительных»  моноцитов 
способно существенно влиять на качество выяв-
ления популяции лимфоцитов. Для исключения 
моноцитов из популяции лимфоцитов необходи-
мо использовать дополнительные моноцитарные 
маркеры, такие как CD14. Для решения этой про-
блемы проводилось выделение лимфоцитов в два 
этапа.  Первым  этапом  было  выделение  области 
«CD45+++»  на  диаграмме  «боковое  светорассе-
яние  против  флуоресценции  CD45»  (рис.  2А). 
Второй  этап  заключался  в  удалении  моноци-
тов  из  зоны  анализа  по  двухпараметрической 
диаграмме  «флуоресценция  CD16+CD56  против 
флуоресценции  CD4+CD19».  Данный  способ 
основан на том, что на поверхности моноцитов, 
как «классических», так и «провоспалительных», 
представлен CD4, а в случае последних – еще и 
CD16,  тогда  как  среди  лимфоцитов  не  встреча-
ются клетки, способные одновременно экспрес-
сировать  оба  этих  маркера.  В  дальнейшем  был 
сделан  «логический»  гейт,  включающий  в  себя 
клетки,  наиболее  ярко  экспрессирующие  CD45 
и при этом не экспрессирующие на своей поверх-
ности CD4 и CD16 одновременно. В стандартном 
программном обеспечении цитометра Navios это 
выглядит  следующим  образом:  «LY  =  CD45+++ 
AND Lymphocyte AND (NOT Mono)». В дальней-
шем  клетки,  отвечающие  указанным  выше  ус-
ловиям,  рассматриваются  в  качестве  популяции 
лимфоцитов (рис. 2, А-В).

После  того,  как  популяция  клеток  интере-
са – лимфоцитов – получена, имеет смысл пере-
ходить к ее анализу. На качество анализа или чи-
стоту выделения популяций лимфоцитов в этом 
случае  существенное  влияние  может  оказывать 
выбор флуорохромов, с которыми конъюгирова-
ны антитела. На сайтах производителей антител 
и в зарубежной литературе приведены основные 
принципы  формирования  панелей  для  иссле-
дований  [10,  11],  на  основании  которых  и  была 
сформирована приводимая в данной статье ком-
бинация антител. Во-первых, антитела для «пан-
лекоцитарных»  маркеров  (CD45)  и  маркеров, 
применяемых  для  выделения  отдельных  субпо-
пуляций  клеток  (CD3),  были  конъюгированы 
с  флуо рохромами  (АРС  и  РС7  соответственно), 
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которые  не  обладают  какой-либо  значимой  за-
светкой  на  остальные  каналы  флуоресценции, 
то есть коэффициенты компенсации равны нулю 
(рис.  2Г).  Во-вторых,  пары  взаимоисключаю-
щих  маркеров,  ко-экспрессия  которых  в  норме 
на клетках не наблюдается или крайне незначи-
тельна (например, CD56 и CD19 или CD4 и CD8), 
помещены  на  соседние  каналы  с  сильной  пере-
крестной засветкой (РЕ и ECD или ECD и РС5.5 
соотвественно). В-третьих, активационный мар-
кер  с  низким  и  к  тому  же  переменным  уровнем 
экспрессии,  как  это  характерно  для  HLA-DR 
на Т-клетках, помещен на канал  (FL1 для реги-
страции  флуоресценции  ФИТЦ),  который  не 
подвергается  неспецифическому  влиянию  со 
стороны  флуорохромов  с  других  каналов.  Дан-
ное обстоятельство позволяет получать наиболее 
адекватные  данные  об  уровне  экспрессии  дан-
ного маркера на клетках интереса вне зависимо-

сти от настроек цветовой компенсации и уровня 
экспрессии  антигенов,  расположенных  на  со-
седних  каналах.  Кроме  того,  для  FL1  (антитела 
против  HLA-DR,  конъюгированные  с  ФИТЦ) 
и FL2 (антитела против CD16 и CD56, конъюги-
рованные с РЕ) также учитывается принцип вза-
имоисключающей  экспрессии  маркеров,  детек-
тируемых  на  соседних  каналах  флуоресценции. 
Соблюдение указанных выше принципов созда-
ния комбинаций антител для анализа позволяет 
существенно  упростить  как  настройку  цветовой 
компенсации, так и дальнейший контроль за ста-
бильностью данных параметров настройки при-
бора при проведении серий исследований. 

Для  выделения  основных  популяций  лимфо-
цитов  периферической  крови  был  использован 
следующий  алгоритм  («тактика  гейтирования»), 
основанный  на  применении  двухпараметриче-
ских  гистограмм  «флуоресценция-против-флу-

Рисунок 2. «Тактика гейтирования» лимфоцитов и пример матрицы цветовой компенсации
Примечание. Гистограмма А: выделение популяции лимфоцитов по параметрам бокового светорассеяния (ось ординат) и уровню 
экспрессии CD45 (ось абсцисс), выделенная область «CD45+++» содержит лимфоциты. Гистограмма Б: по оси абсцисс – боковое 
светорассеяние, по оси ординат – прямое светорассеяние; показаны только клетки из области «CD45+++» гистограммы А; в области 
«Lymph» находятся клетки с низкой интенсивностью флуоресценции по FS и SS (при помощи этого региона из зоны анализа 
исключаются разрушенные и слипшиеся лимфоциты, а также большинство моноцитов). Гистограмма В: по оси абсцисс – интенсивность 
флуоресценции антител против CD4 и CD19, по оси ординат – интенсивность флуоресценции антител против CD16 и CD56; 
на гистограммы показаны клетки, находящиеся в областях «CD45+++» гистограммы А и области «Lymph» гистограммы Б; область 
«Mono» – «провоспалительные» моноциты с фенотипом CD4lowCD16+, которые не удалось исключить из зоны анализа при помощи 
последовательного иммунологического гейтирования, показанного на гистограммах А и Б. Г – пример матрицы цветовой компенсации, 
полученной при настройке проточного цитофлуориметра: каналы FL1, FL2, FL3, FL4, FL5 и FL6 предназначены для регистрации 
флуоресценции антител, конъюгированных с ФИТЦ, РЕ, ECD, РС5.5., РС7 и АРС соответственно. По горизонтали в процентах показаны 
коэффициенты компенсации засветки флуорохромов из вертикальных столбцов в данный канал.
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оресценции».  В  первую  очередь  была  построена 
диаграмма,  где  по  оси  абсцисс  приведена  флуо-
ресценция  антител  против  CD3,  а  по  оси  ор-
динат  –  флуоресценция  антител  против  CD19 
и  CD4  (рис.  3А).  Использование  данной  гисто-
граммы  позволяет  идентифицировать  популя-
ции  В-лимфоцитов  как  CD3  негативные,  но 
позитивные по CD4+19 клетки (12,32% от обще-
го  числа  лимфоцитов  в  приведенном  примере 
исследования),  а  также  популяцию  Т-хелперов 
как  дважды  позитивные  клетки  (51,94%  от  об-
щего  числа  лимфоцитов).  Использование  анти-
тел  против  поверхностных  антигенов,  харак-
терных  для  разных  популяций  клеток  (никогда 
не  ко-экспрессирующихся  ни  в  норме,  ни  при 
большинстве  патологических  состояний  –  CD4 
для  Т-хелперов  и  CD19  для  В-лимфоцитов),  но 
конъюгированных с одним и тем же флуорохро-
мом (в нашем случае – ECD, для регистрации ко-
торого используется канал FL3), возможно лишь 
в  том  случае,  когда  для  разделения  данных  по-
пуляций  клеток  применяется  как  минимум  еще 
одно  антитело  (CD3  как  маркер  для  выделения 
популяции Т-хелперов). Причем для детектиро-
вания последнего используется отдельный канал 
флуоресценции  (в  нашем  случае  –  канал  FL5 
для регистрации флуоресценции РС7). Примеры 
подобного рода исследований встречаются как на 
старых  «малоцветных»  приборах  [8],  для  кото-

рых они, собственно, и были разработаны, так и 
не  потеряли  своей  актуальности  и  в  настоящее 
время при десяти- и более многоцветном анализе 
[3]. Хотя в нашей стране такой подход не получил 
должного распространения, особенно если при-
нять во внимание приборную базу отечественных 
лабораторий.  Особое  внимание  следует  уделить 
тому,  что  при  использовании  на  одном  флуо-
ресцентном канале антител против CD4 и CD19 
крайне важно провести «логическое» гейтирова-
ние лимфоцитов с исключением примеси попу-
ляции  моноцитов.  Если  этого  сделано  не  будет, 
то  примесь  моноцитов,  которые  слабо  позитив-
ны по CD4 и не несут CD3, будет ложно отнесена 
к  В-клеткам,  что  скажется  на  качестве  получае-
мых результатов.

На  рисунке  3  также  приведены  примеры 
остальных  гистограмм,  которые  используются 
для выделения основных популяций лимфоцитов 
периферической крови. На гистограмме Б (флуо-
ресценция  CD3  против  флуоресценции  CD8) 
выделяются  цитотоксические  Т-клетки  с  фено-
типом  CD3+CD8+,  содержание  которых  в  дан-
ном  образце  составляет  16,69%  от  общего  числа 
лимфоцитов.  Далее  на  гистограмме  В  выделяют 
популяции натуральных киллеров (14,46% от об-
щего  числа  лимфоцитов),  негативных  по  CD3 
и  позитивных  по  CD16  и  CD56,  а  также  NKТ-
клетки,  экспрессирующие  одновременно  CD3 

Рисунок 3. Гистограммы, необходимые для выделения основных популяций лимфоцитов периферической крови
Примечание. На гистограммах А-Д в процентах приведено содержание основных популяций лимфоцитов периферической крови 
от общего числа лимфоцитов, выделенных при помощи последовательного гейтирования, приведенного на рисунке 2 (гистограммы А-В). 
Гистограмма Е – распределение Т-лимфоцитов (показаны только CD3-позитивные клетки, выделенные на гистограмме Д) по уровню 
экспрессии CD4 и CD8. Гистограммы Ж и З – экспрессия HLA-DR Т-хелперами (область «Th» гистограммы Е) и цитотоксическими 
Т-клетками (область «Tcyt» гистограммы Е) соответственно. Комментарии в тексте.

[LY]

[LY] CD3-PC7

CD
4+

CD
19

-E
CD

CD
8-

PC
5.5

200

CD+: 73,09%

А--

CD3-
CD19+:
12,32%

CD3+CD4+: 51,94% CD3+CD8+:
16,69%

CD4+CD8+: 0,40% Th HLA-DR+: 7,15%

Tcyt: 70,64%

Tcyt HLA-DR+: 2,22%Th:
21,99%

DN:
6,97%

CD3+HLA-DR+:
2,67%

NKТ-клетки: 0,78%NК-
клетки:
14,46%

А+-

B-+

B--
С--B+- С+-

D-+

D-- D+-

50

150
150

40

100
10030

50 50
20

10

0 00

Co
un

t

Co
un

t

Co
un

t

CD
16

+C
D5

6-
PE

HL
A-

DR
-F

IT
C

CD
8-

PC
5.5

CD3+
CD3-PC7

CD3-PC7 CD4+CD19-ECD HLA-DR-FITC HLA-DR-FITC

CD3-PC7 CD3-PC7 CD3-PC7

[LY] [LY]

[Th] [Tcyt]

[LY]

A Б В Г

Д Е Ж З

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100 101 102 103

100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103

100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103



25

Применение шестицветного цитофлуориметрического анализа
Multi-colour fluorimetry for immune profiling2015, Vol. 17,  1

2015, Т. 17, № 1

и  маркеры,  характерные  для  NK-клеток.  Кроме 
того,  наличие  в  составе  панели  антител  против 
HLA-DR,  рассматриваемого  в  качестве  маркера 
«поздней  активации»  Т-лимфоцитов,  позволяет 
определить  процент  активированных  Т-клеток, 
который в данном образце равен 2,67% от обще-
го  числа  лимфоцитов.  Для  определения  общего 
числа  Т-клеток  в  проанализированном  образце 
можно  использовать  однопараметрическую  ги-
стограмму (рис. 3Д), где по оси абсцисс – интен-
сивность  флуоресценции  антител  против  CD3, 
а  на  оси  ординат  –  количество  клеток,  облада-
ющих  тем  или  иным  уровнем  экспрессии  CD3. 
Как уже отмечалось выше, при настройке напря-
жения негативные клетки помещались в пределы 
первой декады логарифмической шкалы, поэтому 
особого труда выделить CD3-позитивные клетки 
не составляет (73,09% от лимфоцитов). 

Особое  внимание  при  проведении  имму-
нофенотипирования  следует  уделить  подсчету 
контрольных  сумм,  характеризующих  качество 
и  достоверность  проведенного  исследования. 
Пожалуй,  главной  из  них  является  сумма  Т-, 
В- и NK-клеток  [15], которая должна находить-
ся  в  пределах  100%  (100%±5%).  В  приведенном 
на рисунке 3 примере Т-лимфоциты составляют 
73,09%,  В-лимфоциты  –  12,32%,  натуральные 
киллеры  –  14,46%.  При  помощи  нехитрых  под-
счетов  контрольная  сумма  будет  равна  99,87%, 
что  полностью  соответствует  нормативным 
значениям.  Еще  одним  «внутренним»  контро-
лем  может  являться  то  положение,  что  сум-
ма  Т-хелперов,  выделенных  при  помощи  CD3 
и  CD4,  и  цитотоксических  Т-клеток  с  феноти-
пом  CD3+CD8+  должна  равняться  общему  чис-
лу CD3-позитивных клеток ±5% [12]. Хотя даже 
в  рамках  приведенных  выше  рекомендаций  до-
пускается  расхождение  не  более  10%  из-за  при-

сутствия в образце γδТ-клеток (увеличение числа 
дважды-негативных клеток в образце, что сопро-
вождается  уменьшением  суммарного  показате-
ля Т-лимфоцитов) или наличия большого числа 
клеток,  одновременно  экспрессирующих  CD4 
и  CD8.  В  последнем  случае  сумма  CD3+CD4+ 
и  CD3+CD8+  может  существенно  превосходить 
общее число CD3+ клеток и выходить за пропи-
санные  в  рекомендациях  нормативы.  Поэтому 
при  помощи  дополнительной  гистограммы  рас-
пределения Т-клеток по уровню экспрессии CD4 
и  CD8  можно  более  точно  выделить  не  только 
Т-хелперы  (рис.  3Е,  область  «Th»)  и  цитоток-
сические  Т-клетки  (рис.  3Е,  область  «Tcyt»),  но 
и  популяции  Т-лимфоцитов,  несущие  как  оба 
антигена  одновременно  (область  «CD4+CD8+»), 
так и лишенные их обоих (область «DN»). Клини-
ческая значимость этих параметров в настоящее 
время  обсуждается  при  широком  круге  патоло-
гических  состояний  [2].  Кроме  того,  с  исполь-
зованием гистограмм распределения Т-хелперов 
и цитотоксических Т-клеток по уровню экспрес-
сии HLA-DR (рис. 3Ж и З соответственно) мож-
но оценить процент активированных клеток сре-
ди данных популяций Т-лимфоцитов. 

Таким  образом,  применение  шестицветно-
го  цитофлуориметрического  анализа  не  только 
способно  сократить  время  и  себестоимость  по-
становки  реакции,  увеличить  пропускную  спо-
собность прибора, но и существенно расширить 
спектр  результатов,  получаемых  при  анали-
зе  одного  образца.  При  этом  в  данной  работе 
не  рассматриваются  такие  показатели,  как  экс-
прессия CD56 на Т-хелперах и цитотоксических 
Т-клетках,  равно  как  и  экспрессия  CD8  нату-
ральными  киллерами,  имеющие  в  настоящее 
время больше научное, чем клинико-диагности-
ческое значение.
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