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Резюме. Используя различные методические подходы и широкий спектр реагентов, проточная цитоме-

трия позволяет оценивать количественный и качественный состав популяций и субпопуляций клеток 

иммунной системы. К инфекциям, для диагностики которых метод проточной цитометрии стал неза-

меним, относится синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД), вызываемый вирусом иммуно-

дефицита человека (ВИЧ). Традиционно при ВИЧ-инфекции иммунологи рассматривают стандартную 

модель оценки иммунной дисфункции на основании классических маркеров Т-клеток (CD3, CD4, CD8). 

В то же время исследователи в меньшей степени уделяют внимание другим популяциям и субпопуля-

циям лимфоцитов, к которым, в первую очередь, относятся γδ-, αβ- и CD38+ Т-клетки. Количественная 

оценка этих параметров у пациентов с ВИЧ и СПИД дает возможность по новому взглянуть на патогенез 

ВИЧ-инфекции и прогноз ее течения.

Ключевые слова: проточная цитометрия, СПИД, CD38, ВИЧ, TcR, γδ-T-клетки, αβ-T-клетки.

OPPORTUNITIES OF FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES. Part 2

Khaidukov S.V., Zurochka A.V.

Abstract. Flow cytometry allows estimating quantitative and qualitative structure of populations and subpopulations 

of immune system cells by using various methodical approaches and a wide spectrum of reagents. For diagnostics 

the Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) caused by a Human Immunodeficiency Virus (HIV) the 

f low cytometry became irreplaceable. Traditionally, immunologists examine standard model of an estimation 

of immune dysfunction on the basis of classical markers of Т-cells (CD3, CD4, CD8) at the HIV-infection. But 

researchers pay less attention to other populations and subpopulations of lymphocytes, such as γδ-, αβ- and 

CD38+ Т-cells. The quantitative estimation of these parameters from a HIV and AIDS patients enables to see 

pathogenesis a HIV infection and the prediction of its development from another side. (Infekc. immun., 2011, 
vol. 1, N 2, p. 113–120)

Key words:  flow cytometry, AIDS, CD38, HIV, TcR, γδ-T-cells, αβ-T-cells.

За последние десятилетия метод проточ-

ной цитометрии занял ведущие позиции 

в диагностике различных нарушений функ-

ционирования иммунной системы в клинико-

лабораторной практике. Значительно рас-

ширилась инструментальная база, возросли 

возможности метода, позволяющие охарактери-

зовать не только качественные и количествен-

ные параметры основных популяций иммуно-

компетентных клеток, но и их более тонкую 

субпопуляционную организацию.

С помощью проточной цитометрии ста-

ло возможным оценивать функциональные 

свойства популяций и субпопуляций клеток 
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иммунной системы за счет использования 

различных методик и широкого спектра реа-

гентов. Это, в свою очередь, позволило про-

водить диагностику не только дисфункции 

иммунной системы, но и различных заболе-

ваний, в том числе инфекционных.

Данная статья является продолжением серии 

обзоров, посвященных прикладным аспектам 

применения проточной цитометрии для иссле-

дования процессов, происходящих с клетками 

иммунной системы в результате попадания ми-

кробов в организм, и диагностики различных 

инфекционных патологий [4].

Синдром приобретенного 
иммунодефицита (СПИД)

К инфекциям, для диагностики которых 

метод проточной цитометрии стал незаменим, 

относится синдром приобретенного иммуно-

дефицита (СПИД), вызываемый вирусом им-

мунодефицита человека (ВИЧ).

В иммунопатогенезе ВИЧ-инфекции глав-

ную роль играет прямое и непрямое цитопато-

генное действие вируса ВИЧ на Т-лимфоциты, 

особенно на CD4+ лимфоциты. ВИЧ имеет по-

вышенный тропизм к Т-лимфоцитам и другим 

клеткам, содержащим корецепторы, имеющие 

структурное подобие с CD4 (Т-хелперы, моно-

циты, макрофаги). Это обусловлено чрезвы-

чайно высоким аффинитетом gp120 вириона 

к корецептору CD4, расположенному на по-

верхности СD4+ лимфоцитов.

Пересмотренная система классификации 

CDC (Centers for Disease Control and Prevention) 

для ВИЧ-инфицированных подростков и взрос-

лых базируются на абсолютном количестве 

CD4+ T-лимфоцитов. Эта система представлена 

в виде трех уровней, основанных на абсолют-

ном количестве CD4+ T лимфоцитов в единице 

объема периферической крови (1. > 500/мкл; 

2. 200–499/мкл; 3. < 200/мкл) [19]. Следует от-

метить, что данный параметр, как правило, 

определяют при помощи проточной цитофлю-

ориметрии в одно- или двухплатформенной си-

стеме анализа. В первом случае, данные полу-

чают непосредственно при помощи проточного 

цитометра с использованием специальных реа-

гентов (микросфер). Во втором этот параметр 

является расчетным. Результаты гематологи-

ческого анализа вводят в программу сбора дан-

ных цитометра и на выходе получают значение 

абсолютного количества CD4+ T-лимфоцитов 

в единице объема [37].

Важность определения абсолютного чис-

ла CD4+ T-лимфоцитов была быстро включена 

в клинический и лабораторный контроль за 

ВИЧ-инфицированными пациентами, однако 

оценка других субпопуляций T-лимфоцитов, ко-

торые могли бы в большей степени оценить им-

мунологический статус ВИЧ-инфи цированных 

индивидуумов, все еще ограничивается только 

исследовательскими про то колами.

Были хорошо изучены качественные и ко-

личественные изменения субпопуляции CD8+ 

T-лимфоцитов, связанные с таким марке-

ром развития заболевания у ВИЧ-инфи циро-

ванных людей, как прогрессивная инверсия 

отношения CD4+/CD8+ [17]. Установлено, что 

увеличение с течением времени абсолютно-

го числа CD8+ T-лимфоцитов коррелирует 

с уменьшением вирусной нагрузки.

Кроме того, было описано увеличенние 

экспрессии маркеров активации клеток CD38 

и HLA-DR на CD8+ T-лимфоцитах у ВИЧ-

инфицированных людей, у которых наблюда-

ли прогрессию заболевания [27].

На рис. 1 представлена оценка CD8+CD38+ 

активированных T-лимфоцитов, окрашенных 

моноклональными антителами против CD8 

и CD38. В первом случае (рис. 1а) у пациента 

вирусная нагрузка не определялась, а во втором 

случае (рис. 1б) была достаточно низкой в связи 

с антиретровирусной терапией [3].

Следует отметить, что было зарегистрирова-

но уменьшение субпопуляции CD8+ T-клеток 

в течение антиретровирусной терапии [7], при-

чем уменьшалась и экспрессия CD38 на CD8+ 

Т-лимфоцитах [11].

Традиционно при ВИЧ-инфекции иммуно-

логи рассматривают стандартную модель оцен-

ки иммунной дисфункции на основании клас-

сических маркеров Т-клеток (CD3, CD4, CD8), 

позволяющих определить уровень относитель-

ного и абсолютного количества Т-хелперов, 

Т-цитотоксических и общих Т-лимфоцитов. 

При этом исследователи в меньшей степени 

уделяют внимание другим популяциям и суб-

популяциям лимфоцитов, к которым, в первую 

очередь, относятся γδ- и αβ-Т-клетки. Одна-

ко оценка этих параметров у пациентов с ВИЧ 

и СПИД дает возможность по-новому взгля-

нуть на патогенез ВИЧ-инфекции и прогноз ее 

течения.

Примерно 91,4–98,4% T-клеток представля-

ют собой вариант αβ-ТcR, и обозначаются как 

αβ-T-клетки. Остальные 1,6–8,9% T-клеток 

несут на своей поверхности γδ-ТcR и обознача-

ются как γδ-T-клетки.

Небольшая часть αβ-T-клеток не экспрес-

сируют ни CD4, ни CD8. С другой стороны, 

большинство γδ-T-клеток, циркулирующих 

в периферической крови, также «дважды отри-

цательны». Однако некоторые из них все же экс-
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прессируют молекулы CD8. Напротив, большая 

часть γδ-T-клеток в тканях экспрессирует CD8. 

Кроме молекулы CD8 γδ-T-клетки на своей по-

верхности могут экспрессировать CD56 [20, 22], 

CD94 [8], CD161 [8]. Также было показано, что 

цитостатическую активность γδ-T-клеток воз-

можно стимулировать через CD122 (β-цепь ре-

цептора IL-2) [20].

γδ-Т-лимфоциты впервые были описаны 

в середине 1980-х гг. [12, 51] как гетерогенная 

субпопуляция Т-клеток с Т-клеточным рецеп-

тором, состоящим из γ- и δ-цепей (γδ-TсR).

Роль γδ-Т-клеток в иммунных процессах 

при различных заболеваниях и их взаимодей-

ствие с другими клетками организма до сих 

пор остаются до конца не выясненными. Но 

уже накопилось достаточно информации, ко-

торая доказывает важность существования по-

добной популяции клеток.

Одной из особенностей γδ-T-клеток, в отли-

чие от αβ-T-клеток, является то, что они рас-

познают непептидные антигены, полученные 

из микробных патогенов, независимо от MHC 

[42, 43, 44, 45].

Данная субпопуляция выполняет целый 

ряд важных функций. γδ-T-клетки могут уси-

ливать иммунный ответ, производя большие 

количества интерферона-γ (IFNγ), фактора 

некроза опухолей-α (TNFα) и хемокины [14, 

35, 41]. Кроме этого, они имеют эффекторную 

(цитотоксическую) активность [16] с участием 

механизмов апоптоза [10, 15].

С эволюционной точки зрения, γδ-T-

клетки занимают уникальное место меж-

ду высокоспецифичными αβ-T-клетками 

и врожденной иммунной системой для вы-

полнения защиты организма от патогенов. 

Экспериментальные данные показали, что 

роль γδ-T-клеток была весьма существенна 

в устойчивости организма против целого ряда 

микроорганизмов. Так, функциональную 

зна чимость γδ-T-клеток отмечали в устой-

чивости к Mycobacterium, Borellia, Francisella 

tularensis, Salmonella [14, 26, 40, 41] и вирусам 

[32, 53], включая ВИЧ [24, 30, 48, 54]. Кроме 

того, γδ-T-клетки играют существенную роль 

и в противоопухолевом ответе [13, 18, 21, 25, 

28]. В частности, было описано значительное 

увеличение этих клеток у пациентов с лим-

фомой [18]. γδ-T-клетки также вовлечены 

в восстановление эпителия и гомеостаз [9, 

29, 34].

С другой стороны, γδ-T-клетки могут быть 

вовлечены в некоторые иммунопатологии типа 

диабета [31], аутоиммунных расстройств [23, 

50, 56], болезни Бехчета [55], а также при астме 

[39, 52].

Приведенные выше факты свидетельству-

ют в пользу того, что для более полной харак-

теристики Т-клеток пациента анализ следует 

проводить не только по таким специфическим 

и безусловно важным при ВИЧ-инфекции 

маркерам как CD3+, CD3+CD4+ и CD3+CD8+, 

но и по наличию субпопуляций αβ-Т-клеток 

и γδ-Т-клеток. Важность определения по-

следних очевидна при ВИЧ-инфекции, со-

провождающейся длительной персистенци-

ей антигена в организме на фоне депрессии 

Т-клеточного звена иммунной системы, для 

контроля эффективности терапии, прогноза 

развития и течения заболевания. Эти данные 

были подтверждены [1].

Цитометрический анализ с комбинацией 

моноклональных антител CD3/CD4/CD8/CD45 

дает не только основную информацию о на-

личии Т-клеток и их основных субпопуляций, 

но и позволяет выявить возможную неодно-

родность распределения CD3 молекул (рис. 2). 

В этом случае необходимо проверить конт-

рольную сумму CD3 позитивных клеток (сум-

Рисунок 1. Двухпараметрические гистограммы распределения лимфоцитов, полученные 

в результате многоцветного анализа периферической крови пациента с хроническим 

носительством ВИЧ 

а б
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ма CD4+ и CD8+ должна равняться общему ко-

личеству CD3+). В случае, если контрольная 

сумма не совпадает с общим количеством CD3+ 

лимфоцитов, следует проверить субпопуля-

ционный состав Т-клеток на наличие αβ-TcR 

и γδ-TcR.

Данный этап необходим, так как большин-

ство γδ-T-клеток, циркулирующих в пери-

ферической крови, «дважды отрицательны». 

Другая их особенность заключается в том, 

что они имеют более высокую плотность экс-

прессии молекулы CD3 на своей поверхности 

(CD3bright, рис. 2). На рис. 2 изображено доста-

точно часто встречающееся распределение 

CD3+ лимфоцитов при бактериальных и ви-

русных инфекциях, первичных и вторичных 

иммунодефицитах. Как видно из рис. 2, клет-

ки, находящиеся в зонах А, Б и В, экспресси-

руют высокий уровень CD3. В свою очередь, 

клетки в зоне А имеют фенотип CD3brightCD4–, 

в зоне Б CD3brightCD8dim и зоне В CD3brightCD8–. 

Все эти признаки характерны для γδ-T-кле-

ток [33].

Чтобы выявить γδ- и αβ-T-клетки, как пра-

вило, используют следующую комбинацию 

моноклональных антител αβ-TcR/γδ-TcR/CD3/

CD45 [5].

На рис. 3 представлены гистограммы рас-

пределения Т-клеток, полученные в результате 

многоцветного анализа лимфоцитов перифе-

рической крови пациента с хроническим носи-

тельством вируса Эпштейна–Барр. На рис. 3а 

в квадранте F2 находятся γδ-T-клетки, на рис. 3б 

в квадранте Е2 — αβ-T-клетки.

Таким образом, все изложенное выше свиде-

тельствует в пользу того, что для наиболее пол-

ной фенотипической характеристики T-клеток 

необходимо проводить анализ не только 

линейно-специфичного маркера T-клеток 

CD3, но и определять субпопуляционный со-

став T-клеток по экспрессии Т-клеточного ре-

цептора, а именно γδ- и αβ-TcR. Для этих целей 

Рисунок 3. Двухпараметрические гистограммы распределения Т-клеток, полученные 

в результате многоцветного анализа лимфоцитов периферической крови пациента 

с хроническим носительством вируса Эпштейна–Барр 

Рисунок 2. Двухпараметрические гистограммы распределения Т-клеток и их субпопуляций, 

полученные в результате многоцветного анализа лимфоцитов периферической крови пациента 

с хроническим носительством вируса Эпштейна–Барр. В зонах А, Б и В находятся CD3bright Т-клетки 

а б
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следует использовать многоцветный анализ 

и следующие комбинации моноклональных 

антител: CD3/CD4/CD8/CD45 и αβ-TcR/γδ-

TcR/CD3/CD45 [5].

Исследование уровня γδ-Т-клеток у ВИЧ-

инфицированных пациентов в зависимости от 

количества Т-лимфоцитов и уровня Т-хелперов 

выявило ряд закономерностей. Было показа-

но, что во всех исследуемых группах наблю-

далось падение общего числа Т-лимфоцитов 

и снижение уровня не только Т-хелперов, но 

и цитотоксических Т-лимфоцитов. Это при-

водило к падению соотношения CD3+CD4+/

CD3+CD8+ (за счет более глубокого угнетения 

Т-хелперов) и истощению всех субпопуляций 

Т-лимфоцитов, что коррелировало со стадией 

заболевания.

Все это также указывало на отсутствие 

активности Т-клеточного звена иммунной 

системы в ответ на рост как количества, так 

и длительности персистенции антигена в ор-

ганизме. Помимо этого, снижение CD3+CD4+ 

клеток у ВИЧ-инфицированных лиц нахо-

дится в тесной взаимосвязи с падением ко-

личества Т-клеток, несущих γδ-TcR рецептор. 

В данном случае наблюдается положитель-

ная корреляция между уровнем γδ-Т-клеток 

и уровнем CD3+CD4+ лимфоцитов. Это указы-

вает на формирование нарушения не только 

зависимого от главного комплекса гистосов-

местимости (MHC), но также и независимого 

от MHC ответа на антиген [35]. Механизмы 

количественного и качественного истоще-

ния субпопуляции γδ-Т клеток неизвестны, 

частично потому, что эти клетки не несут ре-

цептор CD4 и, следовательно, должны быть 

устойчивы к ВИЧ. Помимо этого, в течение 

ВИЧ-инфекции происходит ослабление функ-

циональных способностей γδ-Т-лимфоцитов, 

что может влиять на прогрессирование забо-

левания [1, 47].

С другой стороны, недостаточно изучена 

роль γδ-Т-лимфоцитов и изменения, проис-

ходящие внутри данной популяции при ВИЧ-

инфекции в зависимости от уровня антиген-

ной нагрузки [2].

Нарастание антигенной нагрузки на ор-

ганизм характеризуется снижением общего 

числа лейкоцитов, которое сопровождается 

падением абсолютного количества грануло-

цитов, а также относительного и абсолютного 

уровней лимфоцитов. Со стороны основных 

субпопуляции Т-клеток выявленные измене-

ния, в первую очередь, параметров CD3+CD4+ 

лимфоцитов, более выражены у больных с вы-

сокой вирусной нагрузкой (ВН). В свою оче-

редь, внутри популяции Т-клеток происходит 

значительное снижение абсолютного и отно-

сительного числа CD4+ Т-клеток. Напротив, 

абсолютный уровень CD8+ Т-лимфоцитов 

повышается и, как следствие этого, проис-

ходит более чем двукратное снижение со-

отношения CD4+/CD8+. Данный факт сви-

детельствует о формировании дисбаланса 

в иммунной системе у ВИЧ-инфицированных 

больных в группе с высокой ВН. Это связа-

но с перераспределением внутри популяции 

Т-клеток в сторону повышения относитель-

ного количества цитотоксических лимфоци-

тов за счет падения относительного уровня 

Т-хелперов и дважды негативной субпопуля-

ции Т-лимфоцитов при массивной антиген-

ной атаке.

Помимо этого, на фоне депрессии 

Т-клеточного звена иммунной системы на-

блюдается истощение популяции γδ-Т-

клеток (дважды негативной популяции 

Т-клеток). Уровень γδ-Т-клеток, составляю-

щий у здоровых лиц 3–6% всех CD3+ клеток 

крови, при ВИЧ-инфекции падает [38, 49]. 

По всей видимости, это играет немаловаж-

ную роль в снижении силы иммунного отве-

та вплоть до его полного отсутствия против 

целого ряда микроорганизмов и приводит 

к оппортунистическим инфекциям у ВИЧ-

инфицированных.

Взаимосвязь между γδ-Т-клетками, CD4 

Т-клетками и вирусной нагрузкой остается про-

тиворечивой [46]. Поскольку γδ-Т-лимфоциты 

не могут быть непосредственным объектом 

ВИЧ-инфекции вследствие отсутствия у них ре-

цептора CD4, была выдвинута гипотеза косвен-

ных механизмов их участия в процессе прогрес-

сирования заболевания [36]. Таким образом, 

с одной стороны CD4+ Т-клетки, безусловно, 

играют важную роль в заболевании ВИЧ-

инфекцией, а их уменьшение в количестве и на-

рушение их функций, наряду с угнетением Th1 

иммунного ответа, могут быть одной из при-

чин угнетения γδ-Т-клеток. С другой стороны, 

существенная и непрерывная антигенная на-

грузка ВИЧ может нарушать дифференциров-

ку данной субпопуляции Т-лимфоцитов. Тем 

не менее, эти механизмы не являются взаимо-

исключающими, могут сосуществовать и иметь 

синергетический эффект.

Предложенные подходы для анализа суб-

популяций лимфоцитов при ВИЧ-инфекции 

также могут быть использованы и при любых 

других инфекционных заболеваниях, имею-

щих сходные механизмы иммунного ответа 

(цитомегаловирусная инфекция, инфекцион-

ный мононуклеоз, герпетические заболевания, 

гепатиты и т.д.) [6].
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