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Резюме. Развитие современной медицинской науки требует более досконального и более глубокого под-

хода к диагностике заболеваний, и как следствие этого возникает необходимость в применении новых 

диагностических технологий. Проточная цитофлюориметрия является такой технологией. Использо-

вание современных достижений в области флуоресцентных красителей, развитие лазерных и компью-

терных технологий, привели к широкому использованию данной технологии в медицинской практике. 

Не является исключением и инфекционная иммунология. Использование анализа продукции цито-

кинов при туберкулезе и изменение экспрессии HLA-DR на моноцитах и CD64 на гранулоцитах при 

сепсисе являются важными диагностическими признаками. Проточная цитофлюориметрия предлагает 

новые подходы к ранней и более быстрой диагностике нарушений иммунной системы при туберкулезе 

и сепсисе, позволяет более эффективно контролировать развитие этих патологий и оценить эффектив-

ность терапии.

Ключевые слова: проточная цитометрия, туберкулез, CD27, сепсис, моноциты, нейтрофилы, CD64.

OPPORTUNITIES OF FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES. PART 1

Khaidukov S.V., Zurochka A.V.

Abstract. Development of a modern medical science demands more thorough and deeper approach to diagnostics 

of diseases. New diagnostic technologies for these investigations are necessary and flow cytometry is such 

technology. Modern achievements in the field of fluorescent dyes, development of laser and computer technologies, 

have led to wide use of the given technology in medical practice. Infectious immunology is not exception. Cytokines 

production analysis at tuberculosis, HLA-DR expression changes for monocytes and CD64 for granulocytes at sepsis 

are the important diagnostic attributes. Flow cytometry offers new approaches to early and faster diagnostics 

of infringements of immune system at tuberculosis and sepsis, allows supervising development of these pathologies 

more effectively and estimate efficiency of therapy. (Infekci  i immunitet, 2011, vol. 1, N 1, p. 59–66)

Key words: flow cytometry, tuberculosis, CD27, sepsis, monocytes, neutrophils, CD64.

Введение
Развитие современной медицинской науки 

требует более досконального и более глубокого 

подхода к диагностике заболеваний. Как след-

ствие этого возникает необходимость в при-

менении новых диагностических технологий. 

К разряду таковых относится проточная ци-

тофлюориметрия. Это современная технология 

быстрого измерения параметров клетки, ее ор-

ганелл и происходящих в ней процессов. Две су-

щественные особенности проточной цитофлюо-

риметрии делают этот метод особенно ценным 

для клинических исследований. Во-первых, он 

позволяет охарактеризовать гетерогенные кле-

точные популяции по фенотипу входящих в них 

клеток. Во-вторых, дает возможность обнару-

жить и охарактеризовать редкие события, т.е. со-
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бытия, встречающиеся с частотой 10–5–10–7. Ис-

пользование современных достижений в области 

флуоресцентных красителей, развитие лазерных 

и компьютерных технологий, а также эффектив-

ное программное обеспечение привели к ши-

рокому использованию проточной цитометрии 

в медицинской практике [2, 3]. Не является ис-

ключением и инфекционная иммунология.

Данная статья является первой из серии об-

зоров, посвященных прикладным аспектам 

применения проточной цитофлюориметрии 

для исследования процессов, происходящих 

с клетками иммунной системы в результате по-

падания инфекции в организм, и диагностики 

различных инфекционных патологий.

Проточная цитофлюориметрия 
и туберкулез

В 60–70-е годы прошлого века сложилось мне-

ние, что лекарственная терапия эффективно кон-

тролирует эпидемию туберкулеза (ТБ). Однако 

эта проблема, несмотря на усилия фармакологов 

и врачей, вновь стала в значительной мере неу-

правляемой. В 1993 году Всемирная организация 

здравоохранения вторично отметила, что ТБ яв-

ляется критическим фактором для здоровья насе-

ления планеты. Существуют бесспорные данные 

о возникновении штаммов ТБ, резистентных к ле-

карственным препаратам [13], обнаружена взаи-

мосвязь между ВИЧ-1 и ТБ инфекциями, ведущая 

к новому заболеванию — ВИЧ-ТБ коинфекции [29, 

45]. Все эти факторы выдвигают на первый план 

потребность в более быстрой и точной диагности-

ке туберкулеза.

В настоящее время появились новые возмож-

ности для более значимых диагностических про-

цедур как для ТБ, так и для ВИЧ-ТБ пациентов. 

Все эти тесты базируются на обнаружении цито-

кинов. Некоторые из них в настоящее время рас-

ценены Центром Контроля Заболеваний (CDC) 

как реальное продвижение в диагностике ТБ с мо-

мента первых экспериментов Коха по введению 

туберкулина [19].

Тесты на основе цитокинов хорошо обосно-

ваны иммунологическими исследованиями. 

Действительно, PPD (Purified Protein Derivative) 

Mycobacterium tuberculosis был первым антигеном, 

использованным для документирования фено-

мена антиген-специфической трансформации 

лимфоцитов in vitro в 3–5-дневных культурах [22]. 

Кроме этого PPD также генерирует мощный цито-

киновый ответ. Следует отметить, что цитокино-

вый ответ возникает на ранних сроках, в пределах 

8–16 часов, и поэтому может быть адаптирован для 

быстрой иммунодиагностики. Быстрое тестирова-

ние цитокинов стало доступным как диагностиче-

ское средство в трех различных форматах: ELISA, 

ELISpot и проточная цитофлюориметрия [10]. 

Однако ни ELISA, ни ELISpot не предоставляют 

возможности локализовать клеточный источник 

цитокинов, тогда как проточная цитофлюоримет-

рия визуализирует тип клеток-продуцентов, их ко-

личество и секретирующую способность.

Поскольку цитокины являются секретируемы-

ми молекулами, необходимо заблокировать их вы-

ход из клетки, например, при помощи брифелдина 

(brefeldin). При этом цитокины остаются в цито-

плазме и затем визуализируются флуоресцентно-

меченными моноклональными антителами мето-

дом проточной цитометрии [8, 9].

Этот подход весьма информативен, в отличие 

от других тестов на цитокины, поскольку суще-

ствует возможность локализовать клетки про-

дуценты и определить величину цитокинового 

ответа [8]. Это весьма важно, поскольку многие 

цитокины, типа интерферона-γ (IFNγ) и фактора 

некроза опухоли (TNFα), могут секретироваться 

разными клетками при различных типах инфек-

ций. Так, ТБ инфекция запускает классическую 

реакцию гиперчувствительности замедленного 

типа за счет IFNγ, который секретируется CD4+ 

T-лимфоцитами [44], в то время как при вирусной 

инфекции, основным источником IFNγ являются 

CD8+ T-клетки [46].

Важную роль в процессе формирования гра-

нулемы при ТБ играет TNFα, а основными проду-

центами этого цитокина являются CD4+ T-клетки. 

Но данный процесс возможен и за счет альвеоляр-

ных макрофагов, которые также могут продуциро-

вать TNFα [16].

Так как ТБ является, прежде всего, легочным 

заболеванием, существует два оптимальных про-

токола для анализа клеток с использованием про-

точной цитометрии: идентификация CD4+IFNγ+ 

клеток в крови или исследование CD4+ T-клеток, 

полученных непосредственно из легких (в бронхо-

альвеолярном лаваже или слюне) [23, 50].

В настоящее время существуют предпосылки, 

чтобы идентификация CD4+IFNγ+ клеток в крови 

стала более востребованной, но для этого необхо-

димы дальнейшие исследования.

Данные исследования могут проводиться с раз-

ной степенью сложности как с использованием 

четырехцветного (CD45-CD3-CD4-IFNγ), трех-

цветного (CD3-CD4-IFNγ) анализа, так и самого 

простого анализа с 2-мя цветами (CD4-IFNγ). Сле-

дует отметить, что антитела против IFNγ в данной 

комбинации моноклональных антител могут быть 

заменены на другие, например антитела против 

TNFα.

Процесс исследования состоит из двух ша-

гов — окрашивание мембранных антигенов CD45, 

CD4 и CD8 в суспензии, а затем пермеабилизации 

и окрашивания цитоплазматических IFNγ или 

TNFα [9, 23, 44, 57]. При определении содержа-

ния внутриклеточных цитокинов в самой простой 

форме анализа (с использованием двух цветов) для 

первичного гейтинга выбирают CD4+ лимфоциты. 

Однако для диагностических целей более предпо-
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чтителен трехцветный анализ, а результаты могут 

быть представлены как % IFNγ+ клеток в CD4+ 

популяции (% IFNγ+/CD4+). В некоторых случаях 

возможна комбинация из двух цитокинов при ана-

лизе с четырьмя цветами (CD3/CD4/IFNγ/TNFα) 

или включение некоторых других мембранных 

маркеров для последующей дискриминации суб-

популяций, также продуцирующих цитокины. 

Все это обеспечивает более качественную оценку 

T-клеточного ответа.

До контакта с антигеном Т-клетки экспресси-

руют на своей поверхности костимулирующий 

рецептор CD27, который подвержен понижающей 

регуляции в процессе формирования иммунологи-

ческой памяти. Ранее было показано, что в легких 

ТБ инфицированных мышей преобладают CD27-

негативные, IFNγ секретирующие CD4 T-клетки 

[39]. Поскольку IFNγ играет важную роль в иммун-

ном ответе против ТБ [14], CD27-негативные CD4 

T-клетки могут являться инструментом контроля 

над инфекцией. Таким образом, измерение экс-

прессии CD27 на PPD-реактивных CD4+ T-клетках 

человека является полезным и быстрым тестом для 

диагноза активного легочного туберкулеза (рис. 1). 

Преимуществом данного подхода является то, что 

анализ проводится на клетках крови с использова-

нием трехцветной иммунофлюоресценции (ком-

бинация моноклональных антител — IFNγ, CD4, 

CD27) и результаты могут быть получены менее 

чем за 24 часа [52].

Таким образом, проточная цитофлюоримет-

рия на современном этапе развития технологий 

предлагает новые подходы к ранней и более быст-

рой диагностике нарушений иммунной системы 

при туберкулезе, позволяет более эффектив-

но контролировать развитие данной патологии 

и оце нить эффективность проводимых лечебных 

мероприятий.

Проточная цитофлюориметрия 
и сепсис

Временную иммунодепрессию часто связы-

вают с патофизиологическими состояниями, та-

кими как инфаркт миокарда, серьезными трав-

мами или хирургическим вмешательством [33]. 

Иммунодепрессия в ее самой серьезной форме, 

иммунопаралич, может представлять значи-

тельную угрозу для жизни пациента [56]. Однако 

нет четкого диагностического критерия, спо-

собного указать на присутствие или отсутствие 

иммунодепрессии, заканчивающейся парали-

чом иммунной системы, особенно тогда, когда 

клинические признаки развития такого инфек-

ционного осложнения могут отсутствовать. По-

этому необходим некий лабораторный маркер, 

который может позволить на ранних стадиях 

диагностировать временную иммунодепрессию 

у пациентов с высоким риском возникновения 

инфекционных септических осложнений.

Рисунок 1. Распределение PPD-реактивных CD4+ T-клеток, выявленных при помощи классических 

маркеров для субпопуляций наивных и клеток памяти, у пациента с активной формой ТБ 

Примечание. На всех гистограммах представлено распределение только CD3+ T-клеток. Продуцирующие IFNγ 
PPD-реактивные CD4 T-клетки, выделены черными точками (Streitz M. et al., 2007 [52]).
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Достаточно часто нарушения активности 

моноцитов наблюдаются при септическом 

шоке. Исследования патогенеза септического 

шока все более и более сосредотачиваются на 

роли иммунной системы, поскольку изменения 

ее функций является главным фактором рис ка 

для развития серьезных инфекций у пациен-

тов, которые подвергались хирургическому 

вмешательству. Так, многочисленные отклоне-

ния механизмов иммунной защиты возникают 

у критических пациентов в постоперационный 

период. К ним относятся понижение экспрес-

сии моноцитами антигенов главного комплекса 

гистосовместимости класса II (HLA-DR), из-

мененная активация T-клеток, пониженный 

хемотаксис и фагоцитоз нейтрофилов. Данные 

нарушения были описаны также и при раневой 

инфекции и травмах [30, 38].

HLA-DR принадлежит к молекулам главно-

го комплекса тканевой совместимости класса II 

(MHC класс II), ответственным за представле-

ние антигена T-клеткам. Моноциты у здоровых 

индивидуумов экспрессируют на своей поверх-

ности молекулы HLA-DR в высокой плотно-

сти и легко определяются при помощи мето-

да проточной цитометрии. Однако моноциты 

с уменьшенной или отсутствующей экспресси-

ей молекул HLA-DR не могут выполнять свою 

антиген-представляющую функцию [58] и не 

обладают способностью продуцировать воспа-

лительные медиаторы в ответ на соответствую-

щие стимулы [47]. В свою очередь, уменьшение 

экспрессии HLA-DR на моноцитах коррелирует 

с увеличением риска инфекционных и других 

осложнений для пациентов с серьезной трав-

мой [11] или серьезными ожогами [49]. Анало-

гичный эффект наблюдали при панкреатите 

[48], при осложнениях в сердечно-легочной хи-

рургии [53], после трансплантации [21, 25, 35] 

и у пациентов после нейрохирургического уда-

ления опухоли [4]. Значительное снижение экс-

прессии HLA-DR на моноцитах может служить 

тестом для идентификации временной имму-

нодепрессии у пациентов, которая является 

весьма опасной в связи с возможностью инфек-

ционных осложнений. Кроме всего перечис-

ленного выше, уменьшение экспрессии HLA-

DR на моноцитах коррелирует с клиническими 

результатами у пациентов с сепсисом [54, 56].

У пациентов с беспрецедентно быстрым вос-

становлением после серьезной травмы или опе-

рации уровень экспрессии HLA-DR на моно-

цитах падал в течение нескольких часов после 

травмы или операции, но восстанавливался до 

нормального уровня в течение недели. В случа-

ях, когда развивалась инфекция, возвращение 

экспрессии HLA-DR к норме занимало 3 и бо-

лее недель. С другой стороны, у пациентов с ин-

фекцией и последующим сепсисом, приведшим 

к смерти, экспрессия HLA-DR резко снижа-

лась и никогда не возвращалась к нормальному 

уровню [20, 24].

Kawasaki T. с соавт. показали, что экспрессия 

HLA-DR на моноцитах и их ответ на LPS зна-

чительно снижены в результате хирургического 

стресса во время операции. Эти результаты мо-

гут частично объяснить ухудшение механизмов 

защиты пациента [30].

Некоторые авторы связывают процесс сниже-

ния экспрессии HLA-DR с усилением продукции 

IL-10, поскольку сыворотка пациентов с сепсисом 

снижает экспрессию HLA-DR, а моноклональ-

ные антитела к IL-10 блокируют этот эффект [15]. 

Активно влияют на снижение экспрессии HLA-

DR антигенов и глюкокортикоиды [37].

Таким образом, снижение экспрессии моно-

цитами HLA-DR антигенов, которые играют 

критическую роль в представлении антигена 

T-хелперам, является показателем развиваю-

щейся инфекции в постоперационный период 

[51], а диагностика HLA-DR в течение первых 

2-х дней после операции может служить пока-

зателем для применения более раннего терапев-

тического вмешательства [11].

Клинические и экспериментальные данные 

свидетельствуют о том, что пациенты с низкой экс-

прессией HLA-DR на моноцитах должны получать 

терапию с использованием иммуномодуляторов, 

таких как IFNγ [41], растворы, обогащенные глю-

тамином [6], мурамилсодержащие гликопептиды 

[31] и т.д., чтобы стимулировать иммунную систе-

му и в первую очередь моноциты.

Все перечисленное выше данные привели 

к тому, что была предложена методика для мо-

ниторинга септического состояния пациентов 

с открытыми травмами и в постоперационный 

период с использованием метода проточной ци-

тометрии [12, 41].

Принцип оценки септического состояния 

заключается в измерении экспрессии HLA-DR 

антигенов на поверхности моноцитов в цель-

ной периферической крови. Анализ проводят 

на двух окрашенных образцах, один из которых 

является контрольным. Для локализации моно-

цитов применяют CD14, который представляет 

собой рецептор эндотоксина (липополисаха-

рид (LPS) [59]) и является одним из основных 

маркеров для моноцитов. Экспрессию HLA-

DR измеряют в многопараметровом анализе 

и сравнивают с контрольным образцом, где 

вместо моноклональных антител к HLA-DR 

применяют неспецифические антитела того же 

изотипа.

Критерием оценки состояния пациента при 

сепсисе служит относительное количество 

моноцитов, экспрессирующих HLA-DR, и бла-

гоприятным прогнозом считается, если коли-

чество позитивных клеток превышает 40% на 

5-й день после госпитализации и проведения 

соответствующей терапии. Данный критерий 
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был получен экспериментальным путем на гос-

питализированных пациентах с септическим 

шоком. Было показано, что в течение 48 часов 

после госпитализации, экспрессия HLA-DR на 

моноцитах была значительно снижена у сеп-

тических пациентов (25±4%) по сравнению со 

здоровыми донорами (89±1%). С другой сторо-

ны, сравнение экспрессии HLA-DR антигенов 

на моноцитах между выжившими пациентами 

и погибшими в последствии не выявила значи-

тельного различия в первые 48 часов после го-

спитализации. Однако экспрессия HLA-DR на 

моноцитах на 5-й день после госпитализации 

была более высокой (> 40%) у оставшихся в жи-

вых пациентов, что свидетельствовало о восста-

новлении их иммунологического статуса [41].

Аналогичная картина наблюдалась у детей 

с постхирургическим сепсисом. Так у пациен-

тов с диагнозом «сепсис» отмечалось существен-

ное снижение экспрессии HLA-DR-антигенов 

в течение первых суток развития заболевания 

(рис. 2). Только к 10 суткам доля моноцитов, 

экспрессирующих молекулы HLA-DR, начина-

ла переходить границу риска развития сепсиса 

(40%), несмотря на проводимую интенсивную 

терапию. При этом нужно отметить, что дан-

ный показатель оставался значительно ниже 

нормы (рис. 3 и 4) [1].

Все выше описанные исследования, как пра-

вило, проводили на взрослых пациентах или 

детях младшего возраста (2,5–4,8 лет), однако 

использование анализа экспрессии HLA-DR 

антигенов на моноцитах в диагностике ранней 

клинической инфекции и пневмонии у ново-

рожденных не дали обнадеживающего резуль-

тата [42].

Сепсис у новорожденных представляет со-

бой глобальную проблему и вносит существен-

ный вклад как в заболеваемость, так и в детскую 

смертность [5, 36]. Однако ранняя диагностика 

сепсиса у новорожденных весьма затруднена, но 

чрезвычайно важно произвести именно раннюю 

диагностику ввиду того, что незамедлительное 

проведение антибактериальной терапии дает 

наилучшие результаты. Идентификация бакте-

рий при культивировании крови является стан-

дартом и наиболее специфическим методом 

диагностики сепсиса у новорожденных, но это 

достаточно длительная процедура [17, 18].

Большинство фактов говорит о том, что в тех 

случаях, когда результаты культивирования 

крови не определяются как позитивные на 48-й 

час, эмпирическое применение антибиотиков 

может быть прекращено [27, 28]. Таким обра-

зом, возникает проблема ненужного использо-

вания антибиотикотерапии у новорожденных, 

что в свою очередь вызывает бактериальную 

резистентность [7]. Были предприняты попыт-

ки ранней диагностики сепсисного состояния 

у новорожденных с использованием профиля 

Рисунок 2. Пациент В., нормальная экспрессия 

молекул HLA-DR на моноцитах периферической 

крови. Анализ проводили по моноцитарному 

гейту 

Рисунок 3. Больной С. Диагноз сепсис, вторые 

сутки от момента заболевания. Экспрессия 

молекул HLA-DR на моноцитах периферической 

крови. Анализ проводили по моноцитарному 

гейту 

Рисунок 4. Больной С. Диагноз сепсис, десятые 

сутки от момента заболевания. Экспрессия 

молекул HLA-DR на моноцитах периферической 

крови. Анализ проводили по моноцитарному 

гейту 
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цитокинов [32, 55]. Но, несмотря на тот факт, 

что большинство цитокиновых маркеров имеет 

высокую ценность для отрицательного прогно-

за (то есть, для того, чтобы исключать сепсис) 

[40], они не были приняты для общего меди-

цинского использования.

Совсем недавно внимание исследователей 

было направлено на антигены поверхности 

нейтрофилов как диагностические маркеры 

сепсиса [42]. Выбор остановился на поверхност-

ном маркере нейтрофилов CD64, который явля-

ется высокоаффинным Fc рецептором. Оказа-

лось, что он быстро повышает свою экспрессию 

в течение инфекции и сепсиса, хотя в здоровом 

состоянии его плотность на поверхности ней-

трофилов незначительна (< 2000 молекул на 

клетку). Процесс увеличения экспрессии CD64 

является следствием действия медиаторов вос-

паления, таких как IFNγ (3–4 часа), G-CSF (4–6 

часов) и IL-12. Это повышение экспрессии CD64 

зависит от интенсивности стимула цитокинов 

и устойчиво в течение более чем 30 часов [26]. 

Кроме этого экспрессия CD64 на нейтрофилах 

не повышается:

при терапии любыми препаратами (отлич- •

ными от цитокинов);

при беременности; •

при ограниченном повреждением ткани  •

(миокардиальная ишемия, несложные хи-

рургические вмешательства и травмы);

при аутоиммунных расстройствах (ревма- •

тоидный артрит, СКВ).

Технологический прогресс в области про-

точной цитофлюориметрии позволил коли-

чественно определять экспрессию CD64 ней-

трофилов быстро, с высокой точностью и, что 

особенно важно для новорожденных, на мини-

мальных объемах крови [43].

Для этих целей компанией Trillium Diagnos-

tics, LLC (США) был разработан набор реаген-

тов Leuko64. Набор состоит из смеси монокло-

нальных антител к CD64 и CD163, лизирующего 

агента и суспензии флуоресцентных микросфер. 

Микросферы используют для калибровки про-

точного цитофлюориметра и стандартизации 

анализа экспрессии CD64 и CD163 на лейкоци-

тах в крови человека.

CD163 — моноцит/макрофаг ассоциирован-

ный антиген был идентифицирован как рецеп-

тор гемоглобина [34]. Кроме удаления гемогло-

бина, он имеет также противовоспалительные 

свойства и играет важную роль в иммунорегу-

ляции [60]. Предварительные исследования по-

казали, что экспрессия CD163 на нейтрофилах 

и моноцитах повышается у новорожденных 

в критическом состоянии и у детей с сепсисом. 

Исходя из этого, CD163 также был использован 

в данной тест-системе.

Предложенная тест-система позволяет по-

лучить индексы CD64 и CD163, основанные на 

отношении сигнала флюоресценции данных 

антигенов к сигналу флюоресценции стандар-

тизированных микросфер. Однако из этих двух 

индексов предпочтение отдается CD64 для ней-

трофилов, поскольку он превосходит по инфор-

мативности и диагностической значимости все 

другие маркеры.

Заключение
Все приведенные выше факты свидетель-

ствуют, что применение технологии проточной 

цитофлюориметрии является важным и эф-

фективным подходом в ранней диагностике 

и борьбе с такими заболеваниями, как туберку-

лез и сепсис.
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