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Активированные частицы покрывали антителами против иммуноглобулинов мышей. Затем
мышиные моноклональные антитела против антигенов  СД3, СД4, СД8, Т-лимфоцитов, СД22 В-
лимфоцитов связывали с ними. В результате получили диагностикумы, которые использовали в
тестах розеткообразования с лейкоцитами (лимфоцитами) крови человека. Результаты тестов
розеткообразования коррелировали с проточной цитометрией и непрямой
иммунофлюоресценцией.
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Different ways of their activation for bounding the antibodies were tested. In the first stage, activated
erythrocytes were covered with antibodies against mouse immunoglobulins. In the second stage, the
mouse monoclonic antibodies against antigens of CD4, CD8, T-lymphocytes, CD22 B-lymphocytes were
bounded with them. As a result an erythrocytic diagnosticum was obtained which was applied in the
roselle building test with leukocytes of human blood. Results of rosetta binding tests correlated with
flow cytometry.
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функциональная характеристики субпопуляций ее кле-
ток. Определение  этих  параметров уже налажено в
лечебно-профилактических учреждениях во многих
странах.
К настоящему  времени практически сформировал-

ся стандарт, во которому осуществляется идентифика-
ция иммунокомпетентных клеток и определение их
функциональной способности. Он включает:

- выделение лейкоцитарной фракции крови;
- взаимодействие  выделенных клеток с монокло-

нальными антителами к  рецепторам-маркерам клеточ-
ных популяций;

За последние годы сведения о роли иммунопато-
генетических механизмов в развитии аллергичес-
ких, аутоиммунных, онкологических, инфекционных
и многих других заболеваний значительно расшири-
лись. При них обнаруживаются различные измене-
ния со стороны  системы иммунитета: снижается
фагоцитарная активность лейкоцитов, отмечаются
дисиммуноглобулинемии, снижается уровень Т-лим-
фоцитов и В-лимфоцитов с дисбалансом их субпо-
пуляций.
Наиболее существенными показателями состояния

иммунной системы являются количественная и/или
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- обработку  клеток  моно- или  поликлональным
антимышиным антииммуноглобулиновым конъюга-
том, меченным флюорохромом;

- идентификацию маркер-несущей  субпопуляции
при помощи метода проточной цитометрии или  имму-
нофлюоресценции.
Данный подход получил широкое распространение в

странах Западной Европы и США и СНГ [2, 4, 5-7, 8].
Основной недостаток такого подхода - необходи-

мость использования для оценки проточного цитомет-
ра или иммунофлюоресцентного микроскопа.
Стоимость проточного цитометра составляет (в за-

висимости от фирмы-изготовителя)  от  100 до 230
тыс. долларов США.  Кроме того,  в странах СНГ, се-
рийно данные приборы вообще не производятся.
Несмотря на это, важность системы иммунологи-

ческого мониторинга населения, и особенно - отдель-
ных его контингентов (ликвидаторов аварии на ЧАЭС,
детей, лиц с первичными и вторичными иммунодефи-
цитами,  аллергическими заболеваниями) не подлежит
сомнению.
Мы считаем,  что существует возможность отказа

от использования дорогостоящего импортного обору-
дования и реактивов для определения субпопуляций
клеток системы иммунитета.
Это возможно при изменении схемы определения

иммуноцитов следующим образом (этапы определе-
ния):

- выделение лейкоцитарной фракции крови;
- взаимодействие  иммунокомпетентных клеток

с диагностикумами, включающими сферический
носитель (латекс  или  эритроциты), покрытый мо-
ноклональными антителами к СД-антигенам лим-
фоцитов .  Принципиальная  возможность  такого
подхода подтверждена нашими предыдущими рабо-
тами [3, 4].

- цитологический подсчет образующихся  розеток.
Отсюда целью  нашей работы является сравни-

тельная характеристика иммунофенотипирования
лимфоцитов методами проточной цитометрии, им-
мунофлюоресценции и  стабильными диагностика-
ми на основе моноклональных антител (мАТ) с ре-
гистрацией результатов при обычной световой мик-
роскопии.

Материал и методы исследования. Обследовано 109 де-
тей:  с острым бронхитом (n=39), рецидивирующим
бронхитом (n=37) и 33 здоровых детей в возрасте 8-
14 лет.

Материалом для исследования служили клетки
периферической крови, взятые в период разгара за-
болевания.

Определение иммунофенотипа лимфоцитов про-
водилось методами:

- проточной цитометрии (цитометр Bekson
Diсkenson);

- непрямой иммунофлюоресценции на микро-
скопе “Люмам-3”;

- с помощью стабильных диагностикумов на
основе моноклональных антител  к CD3, CD4, CD8,
CD25, CD22 - антигенам лимфоцитов с регистраци-
ей результатов при обычной световой микроскопии.
Для получения диагностикума на основе мАТ исполь-
зовали непрямой метод (3,4): фиксированные, акти-
вированные эритроциты крупного рогатого скота
или частицы латекса покрывали антителами про-
тив иммуноглобулинов мыши. Затем на них сорбиро-
вали мышиные моноклональные антитела против
СД3, СД4, СД8 антигенов Т-лимфоцитов и СД22 ан-
тигена В-лимфоцитов. Полученные мАТ-диагности-
кумы использовали в тестах розеткообразования с
суспензией лейкоцитов крови. Подсчет розеткообра-
зующих клеток проводили на фиксированных окра-
шенных мазках [3,4].

Для сравнения средних значений использовался
метод числовых характеристик (по критерию
Стьюдента) с оценкой распределения переменных и
расчетом доверительных интервалов. Связь показа-
телей с помощью корреляционного анализа оценива-
ли по методу Спирмана и Кендала.

Результаты:
При сравнении показателей фенотипа лимфоци-

тов здоровых детей (табл.1), оказалось, что имеется
достоверная (p<0,05) разница между уровнями CD3+

и CD25+-лимфоцитов, определенных c помощью
анти-CD-диагностикумов и уровнями CD3+ и CD25+-
лимфоцитов, определенных c помощью метода про-
точной цитометрии. Однако, если уровень CD3+-
лимфоцитов был выше при определении на проточ-
ном цитометре, то уровень CD25+-лимфоцитов был
достоверно выше (p<0,05) при детекции с помощью
анти-CD-диагностикума. Достоверной разницы меж-
ду этими методами и методом непрямой иммуно-
флюоресценции у здоровых детей не было выявле-
но.  Не различались уровни СД22+В-лимфоцитов у
здоровых детей при определении разными методами
(табл. 1)
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При сравнении относительных показателей лимфо-
цитов детей больных острым бронхитом, определен-
ных с помощью анти-CD-диагностикумов, непрямой
иммунофлюоресценции и проточной цитометрии, как
видно из табл. 2, есть различия между всеми вышепе-
ричисленными методами, но только в отношении CD3
и CD25 антигена. Как и у здоровых детей, у детей с
острым бронхитом, достоверно различались уровни
CD3+ и CD25+-лимфоцитов, определенных c помощью

Методы CD3+ CD4+ CD8+ CD25+ CD22+

мАТ – диагностикум 64,9+4,8  38,2+3,6  20,4+2,2  11,0+ 2.1 22+2,3
Непрямая
Иммунофлуоресценция

66,5+5,1  36,3+2,9  21,2+3,2  7,7+1,3  21,2±3,1

Проточная цитометрия 75,5+4,3 *  42,4+3,9  22,4+3,1  4,5+2,4 *  23±2,2

Таблица 1
Иммунофенотипирование лимфоцитов крови здоровых детей методами

анти-CD-диагностикумов, иммунофлюоресценции, проточной цитометрии (n= 33)

* — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых анти-CD-диагностикумами и проточной цитометрией c p< 0,05.

анти-CD-диагностикумов и  методом проточной цито-
метрии, причем с большей значимостью (p<0,01). Уро-
вень CD25+-лимфоцитов, выявляемый анти-CD-диаг-
ностикумом был также  выше уровня CD25+ лимфоци-
тов,  определенных методом непрямой иммунофлюо-
ресценции (p<0,05). Кроме того, относительное содер-
жание CD3+ лимфоцитов при проточной цитометрии
было выше, чем при определении их методом непря-
мой иммунофлюоресценции (p<0,05).

Методы CD3+ CD4+ CD8+ CD25+

Диагностикум на основе мАТ 48,9+2,7  33,4+4,1  19,5+2,4  22,4 + 2.8
Непрямая
Иммунофлуоресценция

51,5+4,3 **  34,3+3,6  20,2+3,6  13,7+4,3 ***  

Проточная цитометрия 61,5+3,2 *  39,1+2,8  21,7+4,6  7,4+3,2 *  

Таблица 2
Иммунофенотипирование лимфоцитов крови детей больных острым бронхитом методами анти-

CD-диагностикумов, иммунофлюоресценции, проточной цитометрии (n= 39)

* — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами анти-CD-диагностикума и проточной цитометрии c p< 0,01;

** — недостоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами непрямой иммунофлуоресценции и проточной цитометрии c p> 0,1;

*** — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами анти-CD-диагностикума и непрямой иммунофлюоресценции c p< 0,05.

Обсуждение
При иммунофенотипировании лимфоцитов разны-

ми методами получены как сходные, так и отличаю-
щиеся результаты. С одной стороны, метод проточ-
ной цитометрии выявлял достоверно большее коли-
чество лимфоцитов несущих на поверхности CD3 ан-
тиген, чем анти-CD3-диагностикум, что по всей веро-
ятности связано с плотностью CD3-молекул на по-
верхности лимфоцита. Во время   связывания лимфо-
цита с частицой покрытой мАТ против CD-антигена,
по-видимому, необходимо более плотное распределе-
ние CD-молекул на поверхности клетки для образова-
ния стабильной розетки. Вследствие этого при фено-
типировании  анти-CD3-диагностикум выявляются
только лимфоциты с достаточной для образования

При сравнении показателей лимфоцитов детей
больных рецидивирующим бронхитом (табл.3), со-
хранялись такие же различия между показателями,
определяемыми разными методами. Уровень СD25
лимфоцитов, определяемый анти-CD-диагностику-
мом, был выше по сравнению с двумя другими мето-
дами. Обращает на себя внимание тот факт, что сни-
жение уровней СD3 и СD4 Т-лимфоцитов и увеличе-
ние уровня СD25+-лимфоцитов при рецидивирующем
бронхите по сравнению со здоровыми и больными
острым бронхитом выявлялось всеми тремя метода-
ми в одинаковой степени. Различий в уровнях
СD22+В-лимфоцитов у детей с рецидивирующим
бронхитом при определении разными методами не
обнаружено (табл. 3)
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розетки плотностью CD3-антигена на поверхности.
Методом же проточной цитометрии типируются лим-
фоциты и с более низкой плотностью CD3-молекул
на мембране  - те у которых достаточно свечения лю-
минесцентных меток мАТ для автоматического под-
счета. Кстати, необходимо отметить, что это подтвер-
ждается результатами данного исследования: при ос-
тром бронхите методом непрямой флюорометрии вы-
являлось достоверно (p<0,05) меньшее количество
CD3+лимофцитов, так как на микроскопе “Люмам-3”
подсчет светящихся клеток идет визуально. Интерес-

но то, что у детей, больных рецидивирующим брон-
хитом, такого различия не наблюдалось, по-видимо-
му, вследствие того, что при рецидивирующем брон-
хите относительное количество Т-общих лимфоцитов
с менее плотным распределением CD3-антигена на
мембране уменьшено по сравнению с острым брон-
хитом настолько, что разница между автоматическим
подсчетом проточной цитометрии и визуальным на
люминесцентном микроскопе нивелируется. Такие
результаты, несомненно, оставляют поле деятельнос-
ти для дальнейшего изучения.

Вышесказанное, однако, характерно только в отно-
шении CD3-антигена, что связано с его сложной
структурой и функциональным значением.  В отноше-
нии CD4, СD8 и CD22- антигенов достоверных разли-
чий между уровнями несущих их лимфоцитов, выявля-
емыми разными методами, не наблюдалось.
В случае же исследования активационного рецепто-

ра к ИЛ-2, CD25-антигена получены обратные результа-
ты. Обнаружен более высокий уровень
CD25+лимфоцитов, выявляемый методом анти-CD-ди-
агностикумов по сравнению с непрямой иммунофлюо-
ресценцией и проточной цитометрией, что было наибо-
лее выражено при остром и рецидивирующем бронхи-
тах. Возможно это обусловлено особенностью функци-
онирования рецептора к ИЛ-2. Данный рецептор не яв-
ляется такой стабильной структурой как, например,
CD3 или CD4-антиген. Его a-цепь после взаимодей-
ствия с b-цепью или с c-цепью сбрасывается с мембра-
ны клетки. По-нашему мнению, при проточной цито-
метрии и непрямой иммунофлюоресценции происходит
такой сброс вследствие взаимодействия a-цепи рецеп-
тора с Fab-фрагментом моноклонального антитела, по-

Методы CD3+ CD4+ CD8+ CD25+ CD22+

Диагностикум МАТ 42,5+3,7  29,8+4,1  19,8+1,9  26,3 +3,5 23,4+2,4

Непрямая
Иммунофлуоресценция

47,5+5,3  30,2+5,6  21,0+3,3  14,8+3,7 ***  21,1±3,2

Проточная цитометрия 56,2+4,4 *  35,7+3,1  21,4+2,8  9,6+2,5 *  23,5±2,7

Таблица 3
Иммунофенотипирование лимфоцитов крови детей больных рецидивирующим бронхитом
методами анти-CD-диагностикумов, иммунофлюоресценции, проточной цитометрии (n= 37)

* — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами анти-CD-диагностикума и проточной цитометрии c p< 0,01;

** — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами непрямой иммунофлуоресценции и проточной цитометрии c p< 0,05;

*** — достоверная разница между относительным количеством лимфоцитов,
определяемых  методами анти-CD-диагностикума и непрямой иммунофлюоресценции c p< 0,05.

тому что такое связывание не препятствует движению
молекул в полюс клетки, где собственно и происходит
сброс рецепторов. В результате определяется более низ-
кий уровень CD25+лимфоцитов. При взаимодействии
же a-цепей рецепторов с Fab-фрагментами монокло-
нальных антител Fc-фрагменты которых ковалентно
связаны с носителем (эритроцит, латекс) движение та-
кого комплекса существенно ограничено, вследствие
чего затруднен сброс молекулы с мембраны. Поэтому
методом анти-CD-диагностикумов выявляется большее
количество CD25+лимфоцитов.
В заключение необходимо отметить,  что метод ро-

зеткообразования весьма активно применялся  на  пер-
вых этапах изучения клеток иммунной системы. Вся ба-
зовая информация о  клеточном иммунитете была полу-
чена при  помощи данного метода [3].  Однако в связи с
появлением широкой панели моноклональных  антител,
используемых в проточной цитометрии, для клеточного
типирования интерес к методу розеткообразования не-
сколько снизился. Учитывая, что к настоящему времени
уже существуют коммерческие панели моноклональных
АТ к маркерам клеточной поверхности, выпускаемые в
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СНГ, а также разработаны синтетические носители для
конъюгации с моноклональными антителами, представ-
ляется необходимым продолжить разработку данного
подхода. Достоинствами способа оценки клеточных по-
казателей иммунной системы с помощью анти-CD-ди-
агностикумов являются следующие:

1) удешевление стоимости  анализа за счет исклю-
чения дорогостоящей аппаратуры  этапа  использова-
ния меченного конъюгата при маркировке клеток,
уменьшение количества антител;

2) возможность применения метода в недостаточно
оснащенных лабораториях, включая районное звено.
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