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ВВЕДЕНИЕ 

Иммунная система отвечает за защиту организма от множества 
разнообразных инфекций, а также участвует в заживлении ран и уда-
лении опухолевых клеток. Эффективность иммунного ответа зависит 
от скоординированного и сбалансированного участия различных под-
типов иммунных клеток. Классификация всех типов клеток, участву-
ющих в этом процессе, является неотъемлемой частью исследования 
иммунной системы, а также применяется в качестве инструмента ди-
агностики в медицине. Во многих случаях, например, для того чтобы 
правильно диагностировать, охарактеризовать стадии заболевания 
или обнаружить изменения, связанные с развитием заболеваний или 
эффективностью терапии. На сегодняшний день анализ популяций 
иммунных клеток становится все более и более доступным и часто 
используется в исследованиях, касающихся патологий, непосред-
ственно связанных с нарушениями работы иммунной системы, а так-
же для мониторинга состояния пациента при других заболеваниях. 

Проточная цитофлуориметрия стала предпочтительной техноло-
гией для мониторинга иммунных клеток, поскольку она дает возмож-
ность анализировать большое количество параметров одновременно 
за короткое время. Проточная цитофлуориметрия является доступ-
ным и надежным методом для рутинного клинического использова-
ния. Метод основан на использовании антител, конъюгированных с 
флуорохромом, для обнаружения наличия специфических поверх-
ностных или внутриклеточных антигенов на отдельных клетках в 
суспензии. Используя комбинацию антител против разных мишеней, 
конъюгированных с флуорохромами с разной длиной волны излуче-
ния, можно одновременно обнаруживать несколько антигенов. Таким 
образом, можно идентифицировать многие клеточные субпопуляции 
для того, чтобы оценить состояние иммунной системы человека при 
какой-либо патологии, или проанализировать эффективность того 
или иного вида терапии. 

Качественное разделение иммунных клеток на проточном цито-
флуориметре требует создания сложных комбинаций конъюгирован-
ных антител для оптимального различения представляющих интерес 
клеточных популяций. В учебно-методическом пособии описаны ме-
тоды подготовки биологического материала, а также комбинации ан-
тител для проточной цитофлуориметрии, которые охватывают неко-
торые из наиболее важных подтипов иммунных клеток человека.  
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ГЛАВА 1. ОСНОВНЫЕ ПРИЦИПЫ СТРОЕНИЯ И АНАЛИЗА 
СОСТОЯНИЯ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 

1.1 Иммунная система человека 

Организм человека постоянно подвергается воздействию пато-
генов, которые вдыхаются, проглатываются или попадают на поверх-
ность кожи и слизистых оболочек. То, проникают ли эти организмы и 
вызывают ли они заболевание, является результатом как патогенно-
сти организма (факторов вирулентности), так и целостности защит-
ных механизмов человека. Иммунная система представляет собой ин-
терактивную сеть лимфоидных органов, клеток, гуморальных факто-
ров и цитокинов. Иммунная система человека делится на две части, 
определяемые скоростью и специфичностью реакции. Их называют 
врожденным и адаптивным иммунитетом, хотя на практике между 
ними существует много взаимодействий. Термин врожденный имму-
нитет иногда используется для обозначения физических, химических 
и микробиологических барьеров, но чаще охватывает элементы им-
мунной системы (нейтрофилы, моноциты, макрофаги, система ком-
племента, цитокины и белки острой фазы), которые обеспечивают 
немедленную защиту хозяина [1]. Адаптивный иммунитет является 
отличительной чертой иммунной системы высших животных. Этот 
иммунный ответ опосредуется антиген-специфическими реакциями 
Т-клеток и В клеток. В то время как врожденный иммунный ответ 
быстрый, но иногда повреждает нормальные ткани из-за отсутствия 
специфичности, адаптивный ответ иммунный точен, но для его раз-
вития требуется несколько дней или недель. У адаптивной реакции 
есть память, поэтому последующее воздействие приводит к более 
энергичной и быстрой реакции, но это также требует времени [2]. 

Основным признаком врожденной реакции является привлече-
ние и активация нейтрофилов в очаге инфекции для уничтожения па-
тогенов. На самых ранних стадиях инфекции или повреждения тка-
ней происходит высвобождение цитокинов из активированных мак-
рофагов. Цитокины, гранулоцитарные и гранулоцитарно-
макрофагальные колониестимулирующие факторы, стимулируют де-
ление миелоидных клеток-предшественниц в костном мозге, из кото-
рых в дальнейшем формируются нейтрофилы. Вышедшие из костно-
го мозга нейтрофилы по градиенту хемотаксиса мигрируют к месту 
инфекции, где уничтожают патогены за счет высвобождения актив-
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ных форм кислорода или цитотоксических белков (например, лизо-
цима) [3]. 

Еще одним важным участником врожденного иммунитета явля-
ется система комплемента. Белки системы комплемента активируют-
ся в присутствии чужеродных агентов, а именно комплексов антиген-
антитело определённого изотипа, при связывании с белками на по-
верхности микробных клеток либо при связывании микробных поли-
сахаридов лектинами, циркулирующими в плазме крови. Все три пу-
ти сходятся в один на этапе активации центрального компонента C3. 
Компонент С3 в итоге инициирует сборку мембраноатакующего ком-
плекса, состоящего из компонентов C5-C9, который создает поры на 
поверхности клетки-мишени, и клетка гибнет в результате осмотиче-
ского лизиса [4]. 

Врожденный иммунитет также обеспечивает защиту от зараже-
ния паразитами. В этом процессе участвуют эозинофилы, которые 
связываются с иммуноглобулинами Е (IgE), покрывающими организм 
паразита. После связывания антителами эозинофилы выделяют ряд 
белков, таких как эозинофильный катионный белок и эозинофильная 
пероксидаза, которые обладают высокой цитотоксичностью при по-
падании на поверхность организмов [5]. 

Обеспечивают защиту от паразитов также и тучные клетки. Од-
нако, кроме того, эти клетки участвуют в развитии аллергических ре-
акций. Тучные клетки и базофилы несут рецепторы с высоким срод-
ством к IgE, которые быстро поглощают любой локальный IgE. Сши-
вание этих рецепторов путем связывания антигена с IgE приводит к 
дегрануляции и высвобождению медиаторов воспаления, таких как 
вазоактивные амины, гистамин и серотонин, которые запускают ре-
акцию гиперчувствительности первого (немедленного) типа [6]. 

Натуральные киллеры (англ. natural killers, NK клетки) имеют 
морфологию лимфоцитов, но не несут специфических рецепторов ан-
тигенов. Они распознают аномальные клетки двумя способами. Во-
первых, за счет наличия на своей поверхности рецепторы имму-
ноглобулинов они могут связывать мишени, покрытые антителами, 
что приводит к антителозависимой клеточной цитотоксичности. Во-
вторых, на их поверхности есть рецепторы к белкам главного ком-
плекса гистосовместимости (англ. major histocompatibility complex, 
MHC) класса I. Если при взаимодействии с клеткой этот рецептор 
NK клетки не связывается, то клетка распознается как чужеродная и 
лизируется. Это достигается за счет секреции перфоринов на поверх-
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ность клетки, к которой прикрепилась NK клетка. Перфорины делают 
отверстия в клеточной мембране, и через поры вводятся гранзимы. 
Гранзимы вызывают индукцию апоптоза в клетке-мишени [7]. 

Главные особенности адаптивного иммунитета, отличающие его 
от врожденного, состоят в формировании иммунного ответа на анти-
ген de novo, что предопределяет его узкоспецифичную направлен-
ность. А также наличие иммунологической памяти, опосредующее 
усиленный и ускоренный иммунный ответ на повторное попадание 
антигена. Среди основных эффекторов адаптивного иммунитета вы-
деляют элементы клеточного иммунного ответа – Т-клетки, которые 
созревают в тимусе, а также элементы гуморального иммунного отве-
та – B клетки, берущие свое начало в костном мозге. Данные типы 
клеток относятся к лимфоидному ряду клеток иммунной системы. 
После развития в первичных лимфоидных органах они мигрируют в 
лимфатические узлы и селезенку, где происходит захват антигенов из 
лимфы и крови. Таким образом, адаптивные иммунные ответы воз-
никают вследствие сигналов врожденной иммунной системы и акти-
вации лимфоцитов, взаимодействуя непосредственно с патогеном, 
либо косвенно благодаря антиген-презентирующим клеткам (АПК). 
После чего лимфоциты мигрируют в другие участки тела за счет хе-
мотаксиса для элиминации носителей образов патогенности 
(англ. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) [8]. 

Важнейшим мостиком для перехода от врожденного иммунного 
ответа к адаптивному являются дендритные клетки (англ. dendritic 
cells, DCs). Дендритные клетки наряду с макрофагами и B клетками 
имеют на поверхности мембраны молекулы MHC-II, являясь профес-
сиональными АПК. Но только DCs, благодаря возможности мигриро-
вать в лимфатические узлы, имеют возможность активировать Т-
клетки. Данная популяция клеток дифференцируется из общих мие-
лоидных клеток-предшественниц (англ. common myeloid progenitor, 
CMP) в общих клетках-предшественницах дендритных клеток 
(англ. common dendritic cell progenitor, CDP), которые в свою очередь 
могут дифференцироваться либо в обычные дендритные клетки 
(англ. conventional DCs, cDCs), относящиеся к миелоидному ряду, ли-
бо в плазмацитоидные дендритные клетки (англ. plasmacytoid DCs, 
pDCs), относящиеся к лимфоидному ряду [9]. 

Большинство DCs локализуются в лимфоидных органах, пери-
ферической ткани и реже циркулируют в крови. При захвате антиге-
нов происходит их интернализация, после чего DCs мигрируют в 
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лимфатические узлы для презентации захваченных антигенов на мо-
лекулах MHC-I и MHC-II Т-лимфоцитам. Затем происходит прайми-
рование, активация и определение Т-клеточного ответа, представля-
ющего соотношение Т-эффекторных и Т-регуляторных клеток 
(англ. regulatory T-cells, Tregs). После чего активированные Т-клетки 
мигрируют в место инфекции, распознают и связываются с носите-
лями PAMP посредством Т-клеточного рецептора (англ. T-cell recep-
tor, TCR) и MHC-I. А B клетки выделяют цитоксические антитела, 
которые помечают антигены, тем самым помогая Т-клеткам и 
NK клеткам в уничтожении патогенов. При этом подмножество Т-
клеток, задействованных в данной процедуре, велико [2]. 

CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты направлены непосред-
ственно на уничтожение патогенов. Хэлперные Т-клетки 1-го типа 
(англ. T-helper cells 1, Th1) продуцируют провоспалительные цитоки-
ны интерферон γ (англ. interferon γ, IFN-γ) и интерлейкин 2 
(англ. interleukin, IL-2). Th2 помогают B клеткам, а также продуци-
руют противовоспалительные цитокины IL-4, IL-5 и IL-13, в то время 
как Th17 участвуют в противомикробном иммунитете и продуцируют 
провоспалительные цитокины, включая IL-17A, IL-17F и IL-22. В 
свою очередь Tregs продуцируют противовоспалительные цитокины 
IL-10 и трансформирующий фактор роста бета (англ. transforming 
growth factor β), а также оказывает иммуносупрессивное воздействие 
на иммунные клетки при их контакте во избежание аутоиммунных 
реакций. Так же существует малая субпопуляция Th9, секретирую-
щих IL-9, которые контролируют дифференцировку Th17 и функцио-
нирование Tregs [10,11]. 

1.2 Метод проточной цитофлуометрии для анализа клеток иммун-
ной системы 

Цитофлуориметрия – это процесс, в котором измеряются физи-
ческие и/или химические характеристики отдельных клеток или дру-
гих биологических или небиологических частиц примерно того же 
размера. Измерения производятся, когда клетки или частицы прохо-
дят через измерительный прибор, проточный цитометр, в потоке 
жидкости. Основные параметры клетки, которые анализируются при-
бором, это рассеяние света и испускание флуоресценции, которые 
возникают, когда лазерный луч попадает на клетку, движущуюся в 
направленном потоке жидкости. Рассеяние света клетками и клеточ-
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ными компонентами происходит из-за их структурных и морфологи-
ческих свойств. Флуоресценция испускается флуоресцентными моле-
кулами, и ее интенсивность пропорциональна количеству молекул, 
связанных с клеткой или субклеточным компонентом [12]. 

Флуоресцентные молекулы, используемые в проточной цито-
флуориметрии, могут быть флуорохромами, связанными с молекула-
ми антител, или флуоресцентными красителями, которые либо спе-
цифически связываются с клеточными компонентами, либо демон-
стрируют изменение эмиссии в зависимости от некоторых характери-
стик микросреды. Взаимодействие между клетками и лазерным лу-
чом, другими словами, рассеяние света и/или флуоресцентное излу-
чение можно наблюдать для каждой отдельной клетки с использова-
нием определенных детекторов [13]. 

Для обеспечения эффективной работы цитометра необходимо 
обеспечить слаженную работу трех компонентов: флюидики, оптики 
и электроники [14]. Флюидика обеспечивает возможность анализиро-
вать каждую клетку отдельно. Когда клеточная суспензия попадает в 
проточную ячейку цитометра, клетки движутся отдельно друг за дру-
гом поперек лазерного луча, который фокусируется перпендикулярно 
потоку (рисунок 1). Поток образца гидродинамически фокусируется с 
использованием изотонического буфера (обжимающей жидкости), 
который сосредотачивает поток образца в центре проточной ячейки. 
Это представляется возможным потому, что давление потока образца 
выше, чем давление потока проточной жидкости. Используя эту тех-
нологию, можно обнаруживать до 70 тыс. клеток в секунду. Оператор 
проточного цитометра может регулировать скорость, с которой клет-
ки вводятся в проточную ячейку, в зависимости от типа эксперимента. 

Для выполнения качественных измерений, таких как иммунофе-
нотипирование, скорость потока устанавливается на более высокое 
значение. Для анализа содержания ДНК предварительным условием 
является более высокое разрешение, которое может быть достигнуто 
с использованием более медленных скоростей потока, когда поток 
образца становится уже, что увеличивает точность анализа рассеяния 
света. Правильная работа флюидики имеет решающее значение для 
анализа клеток лазерным лучом. В системе всегда не должно быть 
пузырьков воздуха и/или мусора, и в ней должно поддерживаться оп-
тимальное давление. 

Оптика проточного цитометра состоит из лазеров, линз и систем 
сбора света (фильтров и зеркал) в фиксированных положениях. Ла-
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зерный луч фокусируется с помощью скрещенных цилиндрических 
линз. Лазерный свет является когерентным и монохроматическим, 
что необходимо для равномерного освещения клеток светом опреде-
ленной длины волны. Чаще всего в современных приборах использу-
ются ультрафиолетовый (350 нм), фиолетовый (405 нм), синий 
(488 нм), желто-зеленый (561 нм) и красный (640 нм) лазеры. Когда 
лазерный луч попадает на клетку, возбуждающий свет рассеивается 
как в прямом, так и в боковом направлениях. Свет, рассеянный прямо 
(англ. forward scatter, FSC), указывает на размер клетки, тогда как та-
кие параметры, как зернистость и морфология клеток, влияют на бо-
ковое рассеяние света (англ. side scatter, SSC) [15]. 

 
Рис. 1. Строение проточного цитометра 

Флуоресценция испускается флуоресцентными молекулами, ис-
пользуемыми для окрашивания клеток или клеточных компонентов. 
Сборная оптика состоит из линз, которые собирают флуоресценцию, 
излучаемую клеткой. Набор зеркал и подходящие фильтры разделяют 
определенные длины волн и фокусируют их на соответствующие оп-
тические детекторы. Подходящие фильтры (такие как длинные, ко-
роткие или полосовые фильтры) расположены так, чтобы оптический 
детектор мог обнаруживать определенный флуорохром. Полосовые 
фильтры передают на детекторы только определенный диапазон длин 
волн, короткие фильтры пропускают длины волн, равные или короче 
определенной длины волны, а длинные фильтры пропускают длины 
волн, равные или превышающие определенную длину волны. Фото-
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детекторы преобразуют сигналы, генерируемые светорассеянием или 
флуоресценцией, в электрические сигналы. Наиболее часто использу-
емые детекторы – это фотодиоды и фотоэлектронные умножители 
(ФЭУ). ФЭУ обладают большей чувствительностью по сравнению с 
фотодиодами. Сигналы FSC более сильные, поэтому могут быть об-
наружено с помощью фотодиодов, тогда как сигналы с более слабой 
интенсивностью (например, SSC и флуоресценция) обычно регистри-
руются с помощью ФЭУ. Полученные сигналы обрабатываются элек-
троникой, а данные визуализируются с помощью программного 
обеспечения (рисунок 1) [16]. ФЭУ и фотодиоды генерируют элек-
трический ток на основе захваченных ими световых сигналов. После 
генерации электрического тока детекторами полученный аналоговый 
сигнал усиливается усилителем, а затем преобразуется в цифровой 
сигнал аналого-цифровыми преобразователями для дальнейших вы-
числений. Затем этот цифровой сигнал усиливается линейным или 
логарифмическим усилителем. 

Усиленный цифровой сигнал, полученные от одной анализиру-
емой клетки, регистрируются как отдельное событие, и отображается 
на точечных графиках с двумя параметрами или гистограммах с од-
ним параметром, иллюстрирующими интенсивность различных па-
раметров (таких как рассеяние света или флуоресценция). Сигналы 
можно комбинировать по-разному, чтобы можно было визуализиро-
вать все субпопуляции. Хранение данных осуществляется в формате 
стандарта проточной цитометрии (англ. flow cytometry standard, FCS) 
[17]. 

Одним из наиболее важных аспектов графического отображения 
данных проточной цитометрии является тип шкалы. Шкалы данных 
проточной цитометрии бывают двух видов: линейные и логарифми-
ческие. Используемая шкала определяет способ организации данных 
на графиках. Как правило, линейная шкала используется для измере-
ний параметров светорассеяния (когда исследуемые частицы не зна-
чительно различаются по интенсивности сигнала), а логарифмическая 
шкала используется для отображения флуоресценции (когда частицы 
сильно различаются по сигналу). 

Области применения проточной цитофлуориметрии очень об-
ширны. Цитофлуориметрия используется для определения пролифе-
рации опухолевых клетках, что может помочь в оценке прогноза па-
циентов с раком молочной железы и другими злокачественными но-
вообразованиями. Также эта технология используется для подбора 
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органов для трансплантации, выделения человеческих хромосом для 
создания генетических библиотек. Проточные цитометры в совре-
менных лабораториях клинической гематологии выполняют подсчет 
эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов в крови. Анализ иммунных 
клеток методом проточной цитометрии также часто используется для 
определения количества Th, что необходимо для мониторинга тече-
ния и рецидива ВИЧ-инфекции [18]. Наконец, количественная оценка 
чрезвычайно редких CD34+ эндотелиальных клеток-предшественниц 
в крови представляет собой новый метод прогнозирования клиниче-
ских исходов у пациентов с заболеваниями сосудов и сердечно-
сосудистой системы [19]. 
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ГЛАВА 2. МЕТОДЫ ПОДГОТОВКИ БИОЛОГИЧЕСКОГО 
МАТЕРИАЛА ДЛЯ ИММУНОФЕНОТИПИРОВАНИЯ 

Чаще всего для анализа иммунных клеток используется цельная 
кровь, либо выделенные из нее отдельные фракции клеток, такие как 
мононуклеарные клетки. Протокол иммунофенотипирования клеток в 
образце цельной крови позволяет сократить общее число манипуля-
ций с образцом к минимуму, тем самым сохраняя структуру и функ-
ции клеток, а также снижая потерю клеток. Образцы цельной крови, 
окрашенные антителами к маркерам клеточной поверхности, можно 
анализировать непосредственно на проточном цитометре. Чтобы об-
легчить этот анализ, эритроциты в образце цельной крови могут быть 
лизированы после окрашивания антителами. Отношение эритроцитов 
к мононуклеарам в цельной крови составляет примерно 600:1 (в зави-
симости от образца и вида), поэтому присутствие эритроцитов может 
затруднить наблюдение редких клеточных событий, и потребовать 
запись большего числа событий. Однако для анализа распространён-
ных популяций использование цельной крови может быть более це-
лесообразным. 

Зачастую, для анализа иммунных клеток из цельной крови вы-
деляют фракцию мононуклеарных клеток из периферической крови 
(МКПК). МКПК состоят из лимфоцитов (B клеток, T-клеток и NK 
клеток), моноцитов и дендритных клеток. Для выделения МКПК ча-
ще всего используется метод разделения компонентов крови центри-
фугированием относительно среды с высокой плотностью, такой как 
Ficoll-Paque®, Histopaque®-1077 и т.д. Однако использование среды 
высокой плотности требует осторожного обращения во избежание 
непреднамеренного вмешательства, смешивания слоев и, следова-
тельно, может привести к широкому разбросу результатов, разнящих-
ся от выделения к выделению. Однако такой метод позволяет более 
точно выделять популяции МКПК и обнаруживать маленькие попу-
ляции иммунных клеток при меньшем количестве анализируемого 
материала. 

2.1 Окрашивание цельной крови человека 

1. Цельную кровь из периферической вены соберите в пробирки, 
содержащие антикоагулянт (например, 1 мкл 10 % Трикале этиленди-
аминтетрауксусная кислоты (англ. Tricale of ethylenediaminetetraacetic 
acid, K3 EDTA) на 100 мкл цельной крови). 
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2. Сделайте аликвоты цельной крови в 1,5 мл пробирки типа 
Эппендорф по 100 мкл на окрашивание одной панелью. Также одну 
аликвоту крови оставьте в качестве неокрашенного контроля. 

3. Добавьте заранее подготовленный коктейль антител, либо 
каждое антитело отдельно (0,1–10 мкг/мл), к аликвоте цельной крови. 

4. Инкубируйте кровь с антителами в течение 30–60 минут в 
темноте при комнатной температуре либо при 2–8 °C. 

5. После инкубации промойте образец крови, добавив в пробир-
ку 1–2 мл буфера для окрашивания клеток (англ. cell staining buffer, 
CSB) (Cell Staining Buffer, Кат. №420201, BioLegend, США). CSB ча-
ще всего представляет собой фосфатно-солевой буфер, содержащий 
5–10 % инактивированной нагреванием эмбриональной телячьей сы-
воротки и 0,1 % азида натрия NaN3. 

6. Центрифугируйте суспензию клеток при 500 × g в течение 
5 минут при 4 °C. Удалите супернатант. 

7. Повторите шаги 5–6. 
8. Ресуспендируйте клетки в 500 мкл CSB. 
9. Отфильтруйте суспензию клеток через ситечко с диаметром 

пор 0,45 мкм, чтобы удалить крупный мусор и конгломераты клеток. 
10. (Опционально) Лизируйте эритроциты. 
10.1 На 100 мкл цельной крови добавьте 2 мл буфера для лизиса 

эритроцитов. Лизис эритроцитов упрощает выделение популяций во 
время анализа на проточном цитометре, хотя потенциально может 
нарушить нормальное функционирование иммунных клеток. 

10.2 Инкубируйте смесь 5–15 минут при комнатной температу-
ре, в защищенном от света месте. 

10.3 Отмойте клетки от буфера для лизиса эритроцитов, повто-
рив шаги 5–6. 

11. Проанализируйте флуоресценцию образцов на проточном 
цитометре, оборудованном соответствующими фильтрами. 

2.2 Выделение и окрашивание мононуклеарных клеток из перифе-
рической крови человека 

1. Цельную кровь из периферической вены соберите в пробирки, 
содержащие антикоагулянт (например, 1 мкл 10 % K3 EDTA на 
100 мкл цельной крови). 

2. Разведите цельную кровь фосфатно-солевым раствором Дуль-
бекко (англ. Dulbecco's phosphate-buffered saline, DPBS) 
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(Кат. №Р060п, ПанЭко, Россия) или физиологическим раствором 
(0,9 % раствор NaCl, Кат. №Р010п, ПанЭко, Россия) в соотношении 
1:1 в 50 мл центрифужной пробирке. При этом нужно учитывать, что 
кровь содержит антикоагулянт и образец лишь частично состоит из 
крови. 

3. В 50 мл центрифужную пробирку налейте 1 часть фиколла 
плотностью 1,077 г/мл (Кат. №Р050, ПанЭко, Россия) и аккуратно, 
при помощи автоматического дозатора, наслоите равный объём раз-
веденной крови (рисунок 2А). Не следует заполнять пробирку цели-
ком, иначе разделение на фракции будет менее четким. 

4. Центрифугируйте кровь с фиколлом при 2000 об/мин в тече-
ние 20 минут без торможения. Для этого можно за 30 секунд до конца 
центрифугирования выключить центрифугу из сети. В результате 
должно получиться четкое разделение крови на три фракции: эритро-
циты (нижняя фракция), мононуклеарные клетки (средняя фракция) и 
плазма (верхняя фракция) (рисунок 2Б). 

5. Соберите фракцию мононуклеарных клеток в отдельную 
50 мл центрифужную пробирку и ресуспендируйте в растворе DPBS 
или физиологическом растворе в соотношении 1:2. 

6. Центрифугируйте смесь при 1400 об/мин в течение 15 минут 
без торможения. 

 
Рис. 2. Этапы выделения мононуклеарных клеток в градиенте 

плотности фиколла. А – наслаивание крови на раствор фиколла. Б – 
разделение крови после центрифугирования на три фракции: плазма, 

мононуклеары и эритроциты 
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7. Осторожно удалите супернатант, не задев осадок клеток. 
8. Ресуспендируйте клетки в 5 мл буфера для лизиса эритроци-

тов и инкубируйте в течение 3–5 минут. 
9. Центрифугируйте смесь при 1400 об/мин в течение 5 минут. 
10. Осторожно удалите супернатант, не задев осадок. 
11. Ресуспендируйте клетки в 10 мл DPBS или физиологическо-

го раствора и повторно центрифугируйте смесь при 1400 об/мин в те-
чение 5 минут. 

12. Ресуспендируйте клетки в 500 мкл CSB. 
13. Разделите смесь клеток в 1,5 мл пробирки типа Эппендорф 

по 100 мкл на окрашивание одной панелью. Также одну аликвоту 
клеток оставьте в качестве неокрашенного контроля. 

14. Добавьте заранее подготовленный коктейль антител, либо 
каждое антитело отдельно. 

15. Инкубируйте клетки в течение 30–60 минут при комнатной 
температуре, в защищенном от света месте. 

16. После инкубации промойте образец клеток, добавив в каж-
дую пробирку по 1–2 мл буфера CSB. 

17. Центрифугируйте смесь при 500 × g в течение 5 минут при 
4 °C. Удалите супернатант. 

18. Повторите шаги 16–17. 
19. Ресуспендируйте клетки в 500 мкл CSB. 
20. Проанализируйте флуоресценцию образцов на проточном 

цитометре. 
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ГЛАВА 3. СТРАТЕГИИ ГЕЙТИНГА РАЗЛИЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 
ИММУННЫХ КЛЕТОК 

Анализ данных проточного цитометра основан на принципе гей-
тирования. Гейты размещаются вокруг популяций клеток с общими 
характеристиками, такими как FSC, SSC и флуоресценция поверх-
ностных маркеров, чтобы исследовать и количественно оценить эти 
представляющие интерес популяции. 

Перед тем, как начать любой эксперимент с проточным цито-
метром, по возможности, рекомендуется узнать как можно больше о 
клетках (размер, зернистость клеток, которая определяется плотно-
стью органелл в цитоплазме клетки) и изменении этих параметров в 
течение эксперимента. Это может быть особенно полезно, если вы 
выполняете внутриклеточное окрашивание, поскольку процесс фик-
сации и пермеабилизации (изменение проницаемости мембраны 
клетки) может изменить размер и зернистость клеток, что приведет к 
изменению профилей FSC и SSC. Также необходимо узнать профиль 
экспрессии поверхностных маркеров для того, чтобы можно было 
идентифицировать интересующие вас клетки. И наоборот, информа-
ция об отсутствии экспресcии того или иного CD (англ. cluster of dif-
ferentiation) маркера также может помочь, позволяя вам установить 
отрицательные гейты и определить популяцию. 

Первым шагом в гейтинге обычно является разделение популя-
ций клеток на основе их профиля FSC и SSC. FSC и SSC дают оценку 
размера и зернистости клеток, соответственно, хотя это может зави-
сеть от нескольких факторов, таких как образец, длина волны лазера, 
угол сбора и показатель преломления образца и проточной жидкости. 
Выделение популяций клеток может быть относительно простым для 
линий клеток, где есть только один тип клеток, но может быть более 
сложным для образцов, где имеется несколько типов клеток. Как 
видно на рисунке 3А (логарифмическая шкала), цельная кровь, в ко-
торой лизированы эритроциты, имеет несколько различных популя-
ций. Характер светорассеяния гранулоцитов, моноцитов и лимфоци-
тов позволяет отличить их от клеточного мусора и друг от друга. 
Лейкоциты выделены квадратом на рисунке 3Б. Также обратите вни-
мание на то, как меняется расположение популяций при использова-
нии линейной шкалы на рисунке 3Б. Обломки и мертвые клетки часто 
имеют более низкий уровень FSC и находятся в нижнем левом углу 
графика. Порог FSC может быть увеличен, чтобы эти события не 
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отображались на графике, или они могут быть удалены путем гейти-
рования интересующих популяций. В случае анализа параметров FSC 
и SSC МКПК, видно (рисунок 4), что число гранулоцитов/моноцитов 
может быть значительно меньше по сравнению с цельной кровью. 
Однако популяция лимфоцитов более четко выделена и может быть 
эффективно отделена от других типов клеток. Выделение по размеру 
и зернистости лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов является пер-
вым шагом для выделения более узких популяций. 

 
Рис. 3. Цельная кровь (А), в которой лизированы эритроциты, имеет 

несколько четко различимых популяций (лимфоциты, моноциты и 
гранулоциты), которые можно отделить от эритроцитов путем гейтиро-

вания (Б) 

 
Рис. 4. Популяции лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов в МКПК, 

выделенных из цельной крови в градиенте плотности фиколла 
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Следующим шагом является анализ экспрессии специфичных 
маркеров в выделенной популяции. На рисунке 5 кровь окрашивали 
антителами против CD3 и отображали данные в виде гистограмме, 
содержащей данные только о выделенной заранее по размеру попу-
ляцию лимфоцитов. По оси У отображается число событий (то есть 
число отдельных клеток), по оси Х отображается интенсивность флу-
оресценции флуорофора, конъюгированного с антителом против 
CD3. Как можно видеть, есть два пика, которые можно интерпрети-
ровать как положительная по CD3 и отрицательная по CD3 популя-
ции клеток в гейте лимфоцитов. 

 
Рис. 5. Гистограмма, иллюстрирующая популяции лимфоцитов, от-

рицательных (слева) и положительных (справа) по CD3 

Для дальнейшего анализа CD3+ лимфоциты также могут быть 
проанализированы на присутствие других маркеров, характерных для 
более узких популяций Т-клеток. На рисунке 6 показаны графики, 
отображающие сразу два параметра интенсивности флуоресценции, 
один по оси Х, а другой по оси Y, а события отображаются в виде то-
чечного графика. Для отображения также можно выбрать параметры 
FCS или SSC в зависимости от того, что вы хотите показать. Выде-
ленная до этого популяция CD3+ Т-клеток, также была окрашена ан-
тителами к CD4 и CD8 для идентификации популяций Th и Т-
киллеров, соответственно. В данном случае популяции могут быть 
четко разделены на положительные только по одному маркеру, а 
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также двойные отрицательные, двойные положительные. Таким обра-
зом, в родительской популяции CD3+ Т-клеток можно определить 
число CD4+CD8- Тh и CD4-CD8+ Т-киллеров. 

 
Рис. 6. Точечный график, иллюстрирующий популяции CD4+CD8- 

(Th) и CD4-CD8+ лимфоцитов (Т-киллеры) 

Этот простой принцип гейтирования можно применять снова и 
снова для дальнейшего выделения более узких популяций. Количе-
ство антител с различными флуорофорами, используемых для окра-
шивания клеток, зависит от возможностей прибора. Однако даже са-
мые базовые проточные цитометры на сегодняшний день способны 
собирать данные о флуоресценции большого числа различных флуо-
ресцентных молекул, что позволяет эффективно отделять большое 
число популяций иммунных клеток в одном эксперименте. 

Однако, когда одна клетка помечена двумя или более флуоро-
хромами, добавление яркости одного флуорохрома к другому создает 
значительный фоновый шум и может влиять на силу сигнала. Поэто-
му, важной деталью при проведении эксперимента с использованием 
большого числа красителей является необходимость процесса кор-
рекции перекрытия сигналов разных флуорохромов – компенсация. 
Компенсация может быть выполнена с помощью различного про-
граммного обеспечения прибора либо сторонник программ. 
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3.1 Стратегия гейтирования для выделения хэлперных Т-клеток 

Т-клетки, которые несут на своей поверхности Т-клеточный ре-
цептор (CD3), являются основными участниками адаптивного им-
мунного ответа и обычно классифицируются на функциональные 
подтипы в зависимости от экспрессии маркеров CD или степени 
дифференцировки (наивные, активированный, клетки памяти) [20]. В 
процессе созревания в тимусе CD3+ Т-клетки приобретают маркеры 
CD4 или CD8 [21]. CD4+ Тh делятся на различные подмножества: Th1, 
Th2, Th9, Th17, Th22, Tregs и фолликулярные хэлперные Т-клетки 
(англ. follicular Th, Tfh), которые характеризуются разными профи-
лями экспрессии CD-маркеров и их функциями в иммунной системе 
[22]. Th1 могут усиливать представление антигена и пролиферацию 
эффекторных CD8+ Т-клеток или активировать макрофаги для фаго-
цитоза внутриклеточных бактерий и простейших посредством выде-
ления интерферона γ [23,24]. Большинство Th1 клеток являются 
CXCR3+ (C-X-C рецептор хемокина 3, англ. C-X-C chemokine receptor 
type 3; CD183) и CCR4– (C-C-рецептор хемокина 4, англ. C-C chemo-
kine receptor type 4; CD194), а также экспрессируют CCR2, CCR5 и 
CXCR6 в активированном состоянии [25]. 

Клетки Th2 опосредуют активацию и поддержание гуморально-
го или опосредованного антителами иммунного ответа против вне-
клеточных паразитов, бактерий, аллергенов и токсинов. Th2 клетки 
активируют эозинофилы, базофилы и тучные клетки для борьбы с па-
разитами, а также стимулирует B клетки к выработке антител IgE [26]. 
Почти все Th2 клетки являются CCR4+ и CXCR3– [25], а также могут 
синтезировать CCR3 [27] и CCR8 на своей поверхности [28]. 

Клетки Th17 играют роль в защите хозяина от внеклеточных па-
тогенов, особенно в слизистых оболочках и эпителии. Th17 клетки 
способны привлекать нейтрофилы, которые первыми реагируют при 
различных инфекциях и травмах [29]. В основном, клетки Th17 отде-
ляются по присутствию маркера CCR6, затем можно различить две 
популяции клеток CCR6+ Th17. CCR6+CCR4+ Th17 клетки продуци-
руют больше IL-17, а также IL22 [30] и способны подавлять актив-
ность CD8+ T-клеток [31]. Другая популяция клеток, 
CCR6+CХCR3+ Th17, вырабатывают меньше IL-17, но также синтези-
рует IFN-γ [30]. Клетки Th17 также обладают повышенной экспресси-
ей рецепторов IL-1, IL-6 и IL-23, которые необходимы для их диффе-
ренцировки [32,33]. 
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Антитела, необходимые для выделения популяций Th1, Th2 
и Th17: 

• Анти-CD3 антитело (например, PE/Cy7 anti-human CD3 anti-
body, Кат. №300420, BioLegend, США) 

• Анти-CD4 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD4 
antibody, Кат. №317429 BioLegend, США) 

• Анти-CD8 антитело (например, FITC anti-human CD8a anti-
body, Кат. №300906, BioLegend, США) 

• Анти-CCR6 антитело (например, PE anti-human CD196 (CCR6) 
antibody, Кат. №353410, BioLegend, США) 

• Анти-CXCR3 антитело (например, APC anti-human CD183 
(CXCR3) antibody, Кат. №353708, BioLegend, США) 

Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяций Th1, 
Th2 и Th17 отражена на рисунке 7. 

 
Рис. 7. Стратегия гейтирования популяций CD3+CD4+CD8-CCR6-

CXCR3+ Th1 клетки, CD3+CD4+CD8-CCR6-CXCR3- Th2 клеток и 
CD3+CD4+CD8-CCR6+CXCR3- Th17 клеток 
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3.2 Стратегия гейтирования для выделения Tregs 

Tregs представляют собой специализированную субпопуляцию 
Т-клеток, которые способны подавлять иммунный ответ, за счет су-
прессии пролиферации Т-клеток и продукции ими цитокинов и игра-
ют решающую роль в предотвращении аутоиммунитета. Tregs явля-
ются одним из наиболее распространенных фенотипов Т-клеток [34]. 
Их можно обнаружить по экспрессии CD25, рецептора IL-2, и факто-
ра транскрипции FOXP3 [35]. Поскольку FOXP3 локализован внутри-
клеточно, часто для упрощения анализа популяции Tregs использует-
ся CD127, который экспрессируется на поверхности клеток с низкой 
молекулярной плотностью (CD127low) [36]. 

Антитела, необходимые для выделения популяции Tregs: 
• Анти-CD3 антитело (например, PE/Cy7 anti-human CD3 anti-

body, Кат. №300420, BioLegend, США) 
• Анти-CD4 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD4 

antibody, Кат. №317429 BioLegend, США) 
• Анти-CD8 антитело (например, FITC anti-human CD8a anti-

body, Кат. №300906, BioLegend, США) 
• Анти-CD25 антитело (например, APC anti-human CD25 anti-

body Кат. №302610, BioLegend, США) 
• Анти-CD127 антитело (например, PE anti-human CD127 (IL-

7Rα) antibody, Кат. №351304, BioLegend, США) 
Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяции Tregs 

отражена на рисунке 8. 

3.3 Стратегия гейтирования для выделения цитотоксических Т-
клеток (Т-киллеров) 

Цитотоксические Т-клетки, часто называемые CD8+ Т-
киллерами, являются важным компонентом адаптивной иммунной 
системы и играют важную роль в защите от внутриклеточных пато-
генов, таких как вирусы и бактерии, а также от опухолей [37]. Наив-
ные CD8+ Т-клетки распознают антигены, представленные молекула-
ми MHC-I, и при активации становятся цитотоксическими CD8+ T-
клетками, способными убивать таргетные клетки посредством высво-
бождения гранул, содержащих перфорины и гранзимы, или индукции 
апоптоза через Fas-лиганд (CD95) [38]. 
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Рис. 8. Стратегия гейтирования популяции CD3+CD4+CD8-

CD25+CD127low Tregs 

Активация наивных CD8+ Т-клеток начинается со связывания 
CD3 на поверхности Т-клеток с комплексом MHC-I-белок на поверх-
ности антигенпрезентирующей клетки. Кроме того, CD28, располо-
женный на поверхности CD8+ Т-клетки, распознает костимуляторные 
белки B7 (CD80 и CD86) на поверхности DCs, а CXCR3, экспресси-
руемый на T-клетке, связывается с хемокинами CXCL9 и CXCL10, 
продуцируемыми DCs [39]. Далее, в процессе активации, на поверх-
ности Т-киллеров появляются различные маркеры, самые ранние 
маркеры активации (12 часов) – это CD69 и CD25 [40]. Экспрессия 
CD38 и HLA-DR связана с поздней активацией (1 день и 3–5 дней, 
соответственно) [41,42]. 

Антитела, необходимые для выделения популяции активи-
рованных T-киллеров: 

• Анти-CD3 антитело (например, PE/Cy7 anti-human CD3 anti-
body, Кат. №300420, BioLegend, США) 
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• Анти-CD4 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD4 
antibody, Кат. №317429 BioLegend, США) 

• Анти-CD8 антитело (например, FITC anti-human CD8a anti-
body, Кат. №300906, BioLegend, США) 

• Анти-CD38 антитело (например, PerCP/Cy5.5 anti-human CD38 
antibody, Кат. №356614, BioLegend, США) 

• Анти-HLA-DR антитело (например, PE anti-human HLA-DR 
antibody, Кат. №307605, BioLegend, США) 

Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяции акти-
вированных T-киллеров отражена на рисунке 9. 

 
Рис. 9. Стратегия гейтирования популяции CD3+CD8+CD4-

CD38+HLA-DR+ активированных Т-киллеров 

3.4 Стратегия гейтирования для выделения натуральных килле-
ров (NK клеток) 

NK клетки являются важными участниками врожденного им-
мунного ответа, поскольку они обнаруживают молекулы MHC, при-
сутствующие на поверхности всех ядерных клеток организма. 
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NK клетки секретируют перфорины и гранзимы, чтобы вызвать 
апоптоз клеток, которые имеют аномальную или измененную экс-
прессию MHC-I [43]. Обычно NK клетки экспрессируют CD56 в от-
сутствие CD3 (Т-клеточного рецептора). В зависимости от поверх-
ностной плотности экспрессии CD56 NK клетки можно разделить на 
две популяции – NK клетки с высокой плотностью экспрессии CD56 
(CD56high NK клетки) и NK клетки с низкой плотностью экспрессии 
CD56 (CD56low) [44]. 

CD56dim NK клетки, которые также обладают высокой экспрес-
сией CD16 (CD16low), обладают цитотоксической функцией и содер-
жат большое количество перфорина [45]. CD56highCD16± NK клетки 
характеризуются низким уровнем перфорина и, в основном, специа-
лизируются на продукции цитокинов, преимущественно IFN-γ, кото-
рый необходим для созревания дендритных клеток [46]. 

Антитела, необходимые для выделения популяции эф-
фекторных и регуляторных NK клеток: 

• Анти-CD3 антитело (например, PE/Cy7 anti-human CD3 anti-
body, Кат. №300420, BioLegend, США) 

• Анти-CD56 антитело (например, PerCP/Cyanine5.5 anti-human 
CD56 (NCAM) antibody, Кат. №362506, BioLegend, США) 

Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяции эф-
фекторных и регуляторных NK клеток отражена на рисунке 10. 

3.5 Стратегия гейтирования для выделения NKT-клеток 

NKT-клетки представляют собой группу клеток, которые играют 
важную роль в связывании врожденного и адаптивного иммунитета, 
поскольку они обладают характеристиками, как обычных T-клеток, 
так и NK клеток [47]. NKT-клетки созревают в тимусе и приобретают 
специфические T-клеточные рецепторы, которые могут распознавать 
липидные, а не белковые молекулы, представленные MHC-I-
подобными молекулами CD1d [48]. Обычно NKT-клетки делятся на 
две большие группы в зависимости от структуры цепей T-клеточного 
рецептора и их способности связываться с молекулами липидов. 
NKT-клетки типа I связываются с общим прототипом липидов, α-
галактозилцерамидом (α-GalCer) [49]. 
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Рис. 10. Стратегия гейтирования популяций CD3-CD56high и CD3-CD56low 

NK клеток 

Примечательной деталью является то, что NKT-клетки I типа 
экспрессируют CD4 и CD8 в широком диапазоне в зависимости от 
донора. Например, неонатальные NKT-клетки преимущественно 
(> 90 %) являются CD4+, тогда как NKT-клетки из периферической 
крови взрослого человека являются могут быть как CD4+, так и CD4-. 
То же самое можно сказать и о типичных маркерах NK клеток, CD56 
и CD161, которые экспрессируются на NKT-клетках в разном коли-
честве. Присутствие маркеров NK-клеток и Т-клеток усложняет зада-
чу отделения NKT-клеток от других популяций лимфоцитов. Для то-
го, чтобы точно выделить эту популяцию клеток, необходимо ис-
пользовать конъюгированные с флуоресцентным красителем липид-
ные тетрамеры α-GalCer, которые будут избирательно связываться с 
TCR, расположенных на NKT-клетки I типа [50]. 

Однако, в рутинном анализе соотношения различных популяций 
лимфоцитов, число NKT-клеток разных типов редко является целью 
исследования. Поэтому зачастую по позитивной экспрессии как CD3, 
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так и CD56 маркеров, выделяют так называемые NKT-подобные 
клетки. 

Антитела, необходимые для выделения популяции NKT 
клеток: 

• Анти-CD3 антитело (например, PE/Cy7 anti-human CD3 anti-
body, Кат. №300420, BioLegend, США) 

• Анти-CD56 антитело (например, PerCP/Cyanine5.5 anti-human 
CD56 (NCAM) antibody, Кат. №362506, BioLegend, США) 

Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяции NKT-
клеток отражена на рисунке 11. 

Рис. 11. Стратегия гейтирования популяций CD3+CD56+ NKT-клеток 

3.6 Стратегия гейтирования для выделения B клеток 

B клетки созревают в костном мозге и попадают в перифериче-
скую кровь в виде переходных В клеток, которые несут типичные В 
клеточные маркеры CD19 и CD20, а также CD5+, CD38high, CD27–. Эта 
популяция B клеток может дифференцироваться на фолликулярные 
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(англ. follicular, FO), маргинальные (англ. marginal zone, MZ) и регу-
ляторные B клетки (англ. regulatory B cells, Bregs). 
CD19+CD20+CD21+CD22+CD23+CD24+CD10–CD27– FO B клетки мо-
гут активироваться после стимуляции антигеном и дифференциро-
ваться в эффекторные клетки. После связывания с антигеном 
B клетки связываются с Th1-клетками через комплекс MHC-пептид, 
B7 и CD40 на поверхности B клеток. Такие активированные 
CD19+CD20+CD25+CD27+CD30+CD69+CD80+CD88+ В клетки могут 
стать короткоживущими CD19lowCD20–CD27+CD38highCD69+CD138+ 
плазматическими клетками, которые секретируют специфические ан-
титела или образуют зародышевые центры (англ. germinal centre, GC) 
в лимфатических узлах и селезенке. 

GC представляют собой временные образования, в которых ак-
тивированные CD10+CD19+CD20+CD27–CD33+CD38high В клетки про-
должают свое созревание и могут развиваться в долгоживущие 
CD19+CD20+CD27+CD38–CD40+CD23low клетки памяти. Другой зна-
чимой популяцией В клеток являются CD1c+CD19+CD20–

CD21highCD27var В клетки MZ, которые распознают независимые от Т-
клеток углеводные и фосфолипидные антигены и продуцируют муль-
тиреактивные антитела IgM [51], обеспечивая быстрый ответ на неза-
висимые от Т-клеток антигены. Bregs подразделяются на две субпо-
пуляции: CD1dhighCD5+ Bregs, которые стимулируют развитие Tregs, 
оказывая ингбирующее влияние на CD8+ Т-клетки; CD24highCD38high 
Bregs, оказывающие ингибирующее воздействие на CD4+ Т-клетки 
[52]. 

Антитела, необходимые для выделения популяции B клеток: 
• Анти-CD19 антитело (например, PE/Cy5 anti-human CD19 

antibody, Кат. №302210, BioLegend, США) 
• Анти-CD10 антитело (например, PE anti-human CD10 anti-

body, Кат. №320330, BioLegend, США) 
• Анти-CD20 антитело (например, Brilliant Violent 421TM anti-

human CD20 antibody, Кат. №312203, BioLegend, США) 
• Анти-CD56 антитело (например, Pacific BlueTM anti-human 

CD56 antibody, Кат. №362520, BioLegend, США) 
Cтратегия гейтирования МКПК для выделения популяции 

B клеток отражена на рисунке 12. 
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Рис. 12. Стратегия гейтирования популяций CD19+CD10- незрелых 

B клеток и CD19+CD10+ зрелых В клеток 

3.7 Стратегия гейтирования для выделения дендритных клеток 

DCs играют ключевую роль в связывании врожденного и адап-
тивного иммунитета. Различают несколько субпопуляции DCs, вы-
полняющих важные функции в иммунном ответе [53]. Как уже было 
описано выше DCs происходят от CMP. При экспрессии фактора 
транскрипции Nur77 CMP развиваются в моноциты, и при воспале-
нии в организме они могут дифференцироваться в 
CD1a+CD1c/BDCA-1+CD11c+CD64+ моноцитарные DCs 
(англ. monocyte-derived dendritic cells, moDCs). И в отсутствие этого 
фактора CMP дифференцируются в CDP. Дальнейшее развитие из 
CDP приводит либо к появлению CD11c-CD123high плазмоцитоидных 
DCs (англ. plasmacytoid dendritic cells, pDCs), либо к обычным 
CD11c+CD123low DCs (англ. conventional dendritic cells, cDCs) [9]. 

cDCs принадлежат к миелоидной линии и подразделяются на ре-
зидентные CD1a-CD1c/BDCA-1-CD141/BDCA-3+ cDC1 и CD1a-
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CD1c/BDCA-1+CD301a+ cDC2 лимфоидных органов, а также рези-
дентные CD1a+CD1c/BDCA-1+ cDCs периферической ткани, напри-
мер CD207+SIRPa/CD172a+ клетки Лангерганса (англ. Langerhans 
cells) [54]. Во время воспаления cDCs поглощают инородный матери-
ал путем фагоцитоза, а также они подвергаются воздействию про-
воспалительных цитокинов, после чего они покидают свою среду 
обитания в близлежащие лимфатические узлы, где они производят 
про-воспалительные цитокины, такие как фактор некроза опухоли α, 
IL-6 и IL-12p70 для активации про-воспалительных Т-клеток. 
CD123+CD45RA+CD303+ pDCs принадлежат к лимфоидной линии, и 
их название связано с их внешним сходством с плазматическими 
клетками [55]. 

Антитела, необходимые для выделения популяции cDCs: 
• Негативный коктейль, в который входят: 
Þ Анти-CD3 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD3 

antibody, Кат. №300330, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD19 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD19 antibody, Кат. №302232, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD20 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD20 antibody, Кат. №302328, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD56 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD56 antibody, Кат. №362520, BioLegend, США) 
• Анти-HLA-DR антитело (например, FITC anti-human HLA-DR 

antibody, Кат. №327006, BioLegend, США) 
• Анти-CD123 антитело (например, Alexa Fluor 647 anti-human 

CD123 antibody, Кат. №306024, BioLegend, США) 
• Анти-CD11c антитело (например, PerCP-Cyanine5.5 anti-human 

CD11c antibody, Кат. №301624, BioLegend, США) 
• Анти-CD1c антитело (например, PE anti-human CD1c antibody, 

Кат. №331506, BioLegend, США) 
Антитела, необходимые для выделения популяции pDCs: 
• Негативный коктейль, в который входят: 
Þ Анти-CD3 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD3 

antibody, Кат. №300330, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD19 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD19 antibody, Кат. №302232, BioLegend, США) 
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Þ Анти-CD20 антитело (например, Pacific Blue anti-human 
CD20 antibody, Кат. №302328, BioLegend, США) 

Þ Анти-CD56 антитело (например, Pacific Blue anti-human 
CD56 antibody, Кат. №362520, BioLegend, США) 

• Анти-HLA-DR антитело (например, FITC anti-human HLA-DR 
antibody, Кат. №327006, BioLegend, США) 

• Анти-CD103 антитело (например, Alexa Fluor 647 anti-human 
CD103 antibody, Кат. №350210, BioLegend, США) 

• Анти-CD11c антитело (например, PerCP-Cyanine5.5 anti-human 
CD11c antibody, Кат. №301624, BioLegend, США) 

Антитела, необходимые для выделения популяции moDCs: 
• Негативный коктейль, в который входят: 
Þ Анти-CD3 антитело (например, Pacific Blue anti-human CD3 

antibody, Кат. №300330, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD19 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD19 antibody, Кат. №302232, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD20 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD20 antibody, Кат. №302328, BioLegend, США) 
Þ Анти-CD56 антитело (например, Pacific Blue anti-human 

CD56 antibody, Кат. №362520, BioLegend, США) 
• Анти-HLA-DR антитело (например, FITC anti-human HLA-DR 

antibody, Кат. №327006, BioLegend, США) 
• Анти-CD14 антитело (например, APC-Cyanine7 anti-human 

CD14 antibody, Кат. №367108, BioLegend, США) 
• Анти-CD11c антитело (например, PerCP-Cyanine5.5 anti-human 

CD11c antibody, Кат. №301624, BioLegend, США) 
• Анти-CD80 антитело (например, PE anti-human CD80 antibody, 

Кат. №305208, BioLegend, США) 
• Анти-CD83 антитело (например, PE anti-human CD83 antibody, 

Кат. №305308, BioLegend, США) 
Стратегия гейтирования МКПК для выделения популяции сDCs, 

pDCs и moDCs отражена на рисунках 13, 14 и 15, соответственно. 
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Рис. 13. Стратегия гейтирования популяций CD3-CD19-CD20-CD56-

HLA-DR+CD123-CD11c+CD1c- сDC1 и CD3-CD19-CD20-CD56-HLA-
DR+CD123-CD11c+CD1c+ сDC2 
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Рис. 14. Стратегия гейтирования популяций CD3-CD19-CD20-CD56-

HLA-DR+CD103+CD11c+ pDCs 
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Рис. 15. Стратегия гейтирования популяций CD3-CD19-CD20-CD56-

HLA-DR+CD14+CD11c+ moDCs и активированных CD80+CD83+ 

moDCs 
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