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РЕФЕРАТ
Цель. Разработать референсные интервалы для субпо-
пуляций лейкоцитов периферической крови с исполь-
зованием проточного цитометра Cytomics FC500 (Beck-
man Coulter) и реагента CytoDiff TM.
Материалы и методы. Исследования проведены в груп-
пе условно здоровых доноров (n  =  315) на проточном 
цитометре Cytomics FC500 с использованием реаген-
та CytoDiff TM, который представлен 5-цветным набором 
из 6 антител (CD36-FITC, CD2-PE, CD294-PE, CD19-ECD, 
CD16-Cy5, CD45-Cy7), позволяющим подсчитать 17 кле-
точных популяций.
Результаты. Получены референсные значения популя-
ций лейкоцитов периферической крови с использова-
нием многоцветной проточной цитометрии. В процессе 
работы у 1 первичного донора обнаружено лимфопроли-
феративное заболевание, которое в дальнейшем было 
подтверждено иммунофенотипированием; установлен 
диагноз В-клеточного хронического лимфолейкоза.
Заключение. Многоцветная проточная цитометрия с 
использованием CytoDiff TM  — это новый шаг в оценке 
лейкоцитарной формулы, направленный во многом на 
то, чтобы в крупных лабораториях снизить число ис-
следований мазков крови с использованием световой 
микроскопии, повысить объективность, точность и вос-
производимость результатов. Расширенная лейкоци-
тарная формула за счет субпопуляций лимфоцитов и 
моноцитов может представлять современный скрининг 
донорской крови, способный выявлять изменения в 
субпопуляционном составе лимфоцитов, что служит ос-
нованием для дальнейшего обследования донора.
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метрия, референсные интервалы, лейкоцитарная 
формула.

Получено: 11 марта 2018 г.
Принято в печать: 5 июля 2018 г.

NEW TECHNOLOGIES

The Use of Multicolor Flow 

Cytofluorometry in White Blood Cell 

Differential: HematoFlow Conception

SA Lugovskaya1, FA Dyukov1, EV Naumova1, 
IYu Bugrov1, AI Kostin2

1 Russian Medical Academy of Postgraduate Education, 
2/1 Barrikadnaya str., Moscow, Russian Federation, 125993
2 NV Sklifosovskii Research Institute of Emergency Medicine, 
3 Bol’shaya Sukharevskaya sq. Moscow, Russian Federation, 129090

ABSTRACT
Aim. To develop reference intervals for white blood cell sub-
populations in peripheral blood using Cytomics FC500 fl ow 
cytometer and CytoDiff TM reagent (Beckman Coulter).
Materials & Methods. The trial included the analysis of blood 
samples of healthy donors (n = 315) using Cytomics FC500 
fl ow cytometer and CytoDiff TM reagent cocktail composed 
of 6 antibodies in 5 colors (CD36-FITC, CD2-PE, CD294-PE, 
CD19-ECD, CD16-Cy5, CD45-Cy7) and enabling to count 17 
cell populations.
Results. The data obtained by means of multicolor fl ow 
cytofl uorometry included the reference values of white 
blood cell populations in peripheral blood. In 1 fi rst-time do-
nor a lymphoproliferative disease was detected. It was sub-
sequently confi rmed by immunophenotyping; B-cell chronic 
lymphocytic leukemia was diagnosed.
Conclusion. Multicolor fl ow cytofl uorometry using CytoDif-
fTM is considered to be a new step toward an improved WBC 
diff erential evaluation aimed mainly at reducing the volume 
of blood smear analysis using light microscopy at large labo-
ratories, enhancing objectivity, precision and reproducibil-
ity of results. WBC diff erential extended with the count of 
lymphocyte and monocyte subpopulations can be regarded 
as modern donor blood screening to detect changes in the 
pattern of lymphocyte subpopulations as grounds for further 
examination of donors.
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ВВЕДЕНИЕ

Автоматизированный общий анализ крови с диффе-
ренцировкой лейкоцитов на 5 основных популяций 
(лейкоцитарной формулой) является важным и 
наиболее распространенным тестом, который ис-
пользуется в диагностике и мониторировании многих 
заболеваний (таких как сепсис, инфекции, воспали-
тельные процессы, злокачественные опухоли, лей-
козы, лимфомы и др.). Преимуществами современных 
технологий подсчета и оценки форменных элементов 
крови являются высокая производительность (до 
100–120 проб в час), небольшой объем крови для ис-
следования (12–200 мкл), анализ большого массива 
(десятки тысяч) клеток, определение с высокой 
точностью и воспроизводимостью от 30 до более 
60 параметров одновременно, графическое пред-
ставление результатов исследований (гистограммы, 
скатерограммы). Современные гематологические 
анализаторы обладают высокой чувствительностью, 
позволяющей обнаруживать количественные и ка-
чественные аномалии, отображающиеся приб ором 
в виде флагов (атипичные лимфоциты, аномальные 
лимфоциты, бластные клетки, незрелые грануло-
циты). Дальнейшее исследование образцов патоло-
гической крови для надежной дифференциальной 
оценки лейкоцитов проводится с использованием 
световой микроскопии окрашенных мазков крови.

Автоматизация общего анализа крови является 
ключевым решением для лабораторий с постоянно 
растущим потоком гематологических исследований, 
которая позволит повысить пропускную способность, 
точность и эффективность исследования. В гема-
тологии автоматизация уже охватила преаналити-
ческий и аналитический этапы, однако последний 
этап — микроскопия окрашенных препаратов 
крови — по-прежнему отнимает много времени, яв-
ляется трудоемким и подчас субъективным исследо-
ванием. В соответствии с рекомендациями Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CSLI) [1] необходимо 
подсчитывать в окрашенном препарате 400 лейко-
цитов для статистически более точной их диффе-
ренциации на 5 популяций (нейтрофилы, базофилы, 
эозинофилы, моноциты, лимфоциты). На практике 
в лабораториях наиболее часто проводится подсчет 
100, реже 200 клеток, а при наличии лейкопении — 
50 клеток, что снижает диагностическую ценность 
данного метода. При резко выраженной лейкопении 
дифференциальный подсчет лейкоцитов затруднен 
и морфолог проводит только просмотр окрашенных 

препаратов. Еще одним недостатком ручного подсчета 
лейкоцитарной формулы является неравномерное 
распределение клеток крови в окрашенном мазке, 
что необходимо учитывать при подсчете клеток по 
определенной траектории. Таким образом, традици-
онное микроскопическое исследование имеет три 
источника ошибок: за счет неравномерного распре-
деления клеток в мазке крови, субъективной оценки 
морфологии и, самое важное, статистической ошибки 
из-за небольшого числа анализируемых клеток [2].

В российских лабораториях процент подсчета 
лейкоцитарной формулы в образцах крови широко 
варьирует (от 10 до 50 %). В некоторых лабораториях 
принято считать лейкоцитарную формулу у всех 
пациентов, несмотря на отсутствие патологических 
«флагов» по результатам дифференциального под-
счета лейкоцитов на гематологическом анализаторе. 
В связи с совершенствованием технологий дифферен-
циального подсчета клеток крови в гематологических 
анализаторах доля ручной микроскопии снижается. 
По данным некоторых авторов [3] показано, что в 
263 больницах и независимых лабораториях США 
ручной подсчет лейкоцитарной формулы в среднем 
выполняется в 26,7 % образцов. В ряде лабораторий 
клиник Франции менее 5 % проанализированных 
мазков крови требуют дальнейших исследований 
(иммунофенотипирования, цитогенетического и мо-
лекулярного исследований) [4].

Кроме того, по морфологии лимфоцитов и моно-
цитов невозможно определить их субпопуляции (Т-, 
B-лимфоциты, естественные киллеры [NK], провоспа-
лительные моноциты). В сложных случаях (наличие 
атипичных лимфоцитов, бластных клеток) требуется 
опыт морфолога в области онкогематологии, а это 
подразумевает специализированную профессио-
нальную подготовку специалистов, непрерывное 
совершенствование знаний. Достоинством световой 
микроскопии является тот факт, что это дешевый 
метод, который позволяет детально оценить морфо-
логию клеток (особенности структуры хроматина, 
наличие включений, зернистости в цитоплазме), 
охарактеризовать морфологию эритроцитов, тромбо-
цитов, бластных клеток.

Многоцветная проточная цитофлюориметрия 
(МПЦ) сегодня является привлекательной аль-
тернативой световой микроскопии, предоставляя 
возможность анализа десятков тысяч лейкоцитов, 
объективного выделения, благодаря использованию 
моноклональных антител, субпопуляций лимфо-
цитов, моноцитов, пяти основных клеточных попу-
ляций лейкоцитов, незрелых гранулоцитов, а также 
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бластных клеток (с предположительной идентифи-
кацией клеточной линии). Преимуществами диффе-
ренциального подсчета лейкоцитов, основанного на 
иммунологической классификации клеток методом 
МПЦ, являются стандартизация, высокая специфич-
ность распознавания клеток без снижения чувстви-
тельности, получение большей информации за счет 
идентификации клеток, находящихся за пределами 
возможностей морфологических исследований, таких 
как B-,T-, NK-клетки. В рутинной гематологической 
практике в настоящее время МПЦ используется как 
референсный метод подсчета тромбоцитов и ретику-
лоцитов. В рамках международного комитета по стан-
дартизации в гематологии (International Committee on 
Standardization in Hematology, ICSH) ведется проект по 
разработке нового референсного метода для лейкоци-
тарной формулы с использованием моноклональных 
антител и многоцветной проточной цитометрии [5].

Компанией Beckman Coulter (BC, США) разработана 
концепция HematoFlow, которая представляет собой 
автоматизированное решение объединения гемато-
логического анализатора (LH755, DxH850, BC, США) 
с проточным цитометром Cytomics FC500 (BC, США) 
для подсчета лейкоцитарной формулы. Появление па-
тологических «флагов» при дифференциальном под-
счете лейкоцитов на гематологическом анализаторе 
требует дальнейшего анализа образца крови на про-
точном цитометре. Для этого используется реагент 
CytoDiffTM, представляющий собой 5-цветный набор 
из 6 антител (CD36-FITC, CD2-PE, CD294-PE, CD19-ECD, 
CD16-Cy5, CD45-Cy7), который позволяет подсчитать 
17 клеточных популяций (табл. 1).

Помимо стандартных популяций лейкоцитов 
(таких как нейтрофилы, лимфоциты, моноциты, эо-
зинофилы и базофилы) иммунологический подсчет 
позволяет определить дополнительные клеточные 
популяции: В-лимфоциты, T/NK-лимфоциты, не-
зрелые гранулоциты и бластные клетки. Кроме 
того, определяется содержание таких иммунных 
популяций, как CD16-позитивные и негативные 
моноциты, CD16-позитивные и негативные T- и NK-
лимфоциты. В проточном цитометре Cytomics FC500 
(BC, США) используется программа автоматического 
гейтирования клеточных популяций, что позволяет 
существенно облегчить обучение этой технологии и 
привлекать к работе с прибором средний медицин-
ский персонал.

Таким образом, используя всего 100 мкл крови и 
реагент CytoDiffTM, можно подсчитать относительное 
и абсолютное число всех популяций лейкоцитов 
(зрелых нейтрофилов, незрелых гранулоцитов, 
эозино филов, базофилов, моноцитов, лимфоцитов), а 
также их субпопуляций (В, Т/NK). В целом CytoDiffTM 

позволяет исследовать с диагностической целью 
9 популяций лейкоцитов, а с исследовательской — 8 
(табл. 2).

Установление референсных интервалов (РИ) 
является первым необходимым шагом для введения 
нового метода в гематологическую лабораторию. 
Поэтому первым этапом нашего исследования было 
получение РИ для субпопуляций лейкоцитов пери-
ферической крови с использованием проточного 
цитометра Cytomics FC500 и CytoDiffTM.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено у 315 доноров (237 мужчин 
и 78 женщин) в возрасте 19–59 лет. Кровь, стабили-
зированная К2-EDTA, анализировалась в течение 8 ч 
с момента взятия с использованием реагентов Cyto-
DiffTM. Для прямого окрашивания антителами брали 
10 мкл реагента CytoDiffTM и 100 мкл венозной крови. 
После 15-минутной инкубации в темноте эритроциты 
лизировали с помощью реагента Versalyse™ (BC, 
США). Анализ и подсчет относительного и абсолют-
ного числа клеток проводились после регистрации 
20 000 лейкоцитов на проточном цитометре Cytomics 
FC500 (BC, США), позволяющего проводить исследо-
вание по 5 цветам с использованием программы ав-
томатического гейтирования CytoDiff CXP. Настройка 
напряжений и компенсация флюоресценции выпол-
нялись автоматическим методом в соответствии с ре-
комендациями производителя. Перед каждой серией 
измерений настройки фотоумножителей прибора 
проверялись с помощью флюоресцирующих калибро-
вочных частиц (флюоросфер FlowSet, BC). Флюоро-
сферы FlowCheck (BC, США) ежедневно использо-
вались для настройки контроля гидродинамики и 
оптической шкалы цитометра Cytomics FC500. 95% 
РИ были рассчитаны с использованием программы 
MedCalc (MedCalc Statistical Software, version 16.1, bvba, 
Бельгия). При получении РИ для устранения маскиру-
ющего влияния аномальных значений выбросы опре-
деляли по методу Тьюки и исключали их из расчетов. 
РИ (2,5–97,5 ‰) и их 90%-е доверительные интервалы 
рассчитывали по методу, рекомендованному NCCLS и 
CLSI C28-A2 и C28-A3. Тип распределения определялся 
по критерию Д’Агостино—Пирсона. Для оценки раз-
личий между значениями параметров у мужчин и 
женщин использовался U-критерий Манна—Уитни в 
случае ненормального распределения и t-критерий в 

Таблица 1. Набор моноклональных антител в реагенте CytoDiff TM 
(5 цветов/6 маркеров)

Антиген Экспрессия на клетках

CD45-Cy7 Все лейкоциты
CD36-FITC Моноциты, эритроциты, тромбоциты
CD2-PE Т-лимфоциты, NK-клетки, Т-бласты
CD294-PE Эозинофилы, базофилы, активированные Т-клетки
CD19-ECD В-лимфоциты, В-бласты
CD16-Cy5 Нейтрофилы, провоспалительные моноциты, 

цитотоксические Т/NK-клетки

Таблица 2. Определение субпопуляций лимфоцитов, моноцитов и 
идентификация бластных клеток с использованием CytoDiff TM

Регион Популяция

Xt T-бласты
Xb B-бласты
Xn Ранние не-В-, не-Т-клетки
Xm Монобласты
T+ T/NK-лимфоциты CD16+ 
T– T/NK-лимфоциты CD16– 
Mo+ Провоспалительные моноциты
Mo– Классические моноциты
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случае нормального распределения анализируемого 
параметра.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

РИ популяций лейкоцитов периферической крови, 
полученных на проточном цитометре Cytomics FC500 
и CytoDiffTM, представлены в табл. 3.

В процессе исследования крови доноров с целью по-
лучить РИ было выявлено два патологических образца 
крови. В 1 случае (первичный донор, 44 года) отмеча-
лось повышенное содержание В-лимфоцитов (43,75 %) 
(рис. 1). В общем анализе крови количество лейкоцитов 
было 8,56 × 109/л, лимфоцитов — 56,3 %. Дальнейшее 
расширенное иммунофенотипирование этого образца 
крови с использованием 10-цветного анализа (про-
точный цитометр Navios, BC) позволило установить 
диагноз В-клет очного хронического лимфолейкоза.

В другом случае выявлено значительное число CD16-
негативных гранулоцитов (45,65 %) при нормальной 

лейкоцитарной формуле, которые цитометр определил 
как незрелые гранулоциты, однако при исследовании 
окрашенного мазка крови эти клетки не обнаружены. 
Исследование иммунограммы этого донора показало 
снижение абсолютного числа клеток CD4+, но ВИЧ-
инфекция не была подтверждена. В литературе описано 
изменение экспрессии CD16 на нейтрофилах при сеп-
сисе у новорожденных, одновременном носительстве 
ВИЧ-инфекции и туберкулеза, пароксизмальной ночной 
гемоглобинурии (ПНГ), а также при генетическом 
дефекте экспрессии CD16, встречающемся с частотой 
1:1000 человек [6, 7]. По результатам скрининга было 
решено не использовать данные компоненты крови 
в клинике. В первом случае они были переведены в 
брак по признаку наличия у донора онкопатологии, 
во втором случае компоненты крови были переданы в 
лабораторию контроля качества.

Таким образом, предварительный скрининг по-
пуляций лейкоцитов с использованием МПЦ и панели 
CytoDiffTM может повысить объективность селекции 
доноров по медицинским показаниям, безопасность 

Рис.  1. Случай В-клеточного хронического лимфолейкоза, выявленный с помощью CytoDiff TM у первичного донора. CD19-
позитивные клетки составляют 43,75 %

Fig. 1. A case of B-cell chronic lymphocytic leukemia detected by means of CytoDiff TM in a fi rst-time donor. CD19-positive cell accounted 
for 43.75 %
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донации, качество заготавливаемых компонентов 
крови и в конечном итоге безопасность для реципи-
ента. Расширенная лейкоцитарная формула за счет 
субпопуляций лимфоцитов и моноцитов может пред-
ставлять современный скрининг донорской крови, 
способный выявить изменения в субпопуляционном 
составе лимфоцитов, что считается основанием для 
дальнейшего обследования донора.

Из литературы известно, что CD16-негативные гра-
нулоциты наблюдаются при ПНГ [6–8]. Учитывая этот 
факт, мы использовали CytoDiffTM-анализ у 53 пациентов, 
направленных с подозрением на ПНГ. У всех больных 
отмечалась анемия (гемоглобин 62–105 г/л), тромбоци-
топения (130–50 × 109/л) и/или лейкопения различной 

степени выраженности. Диагноз ПНГ подтвержден у 
6 пациентов, у 7 — окончательный диагноз был апла-
стическая анемия с ПНГ-клоном. У всех 13 больных 
(4 мужчины, 9 женщин, средний возраст 41,5 года) 
выявлен различный процент CD16-негативных гра-
нулоцитов (3–45 %), идентифицированных прибором 
как незрелые гранулоциты (рис. 2). При микроскопии 
окрашенных мазков крови незрелые гранулоциты 
обнаружены не были, на основании чего мы пришли к 
выводу, что ложно завышенный процент незрелых гра-
нулоцитов обусловлен отсутствием экспрессии CD16 на 
нейтрофилах. Получена хорошая корреляция между про-
центом незрелых гранулоцитов и размером ПНГ-клона 
(r = 0,9257). Таким образом, наши данные показали, что 

Рис. 2. Использование CytoDiffTM в скрининге ПНГ. На гистограмме пациента с ПНГ повышен процент CD16-негативных грануло-
цитов (ImmGran — незрелые гранулоциты) по сравнению с гистограммой у здорового донора

ПНГ — пароксизмальная ночная гемоглобинурия.

Fig. 2. The use of CytoDiff TM in PNH screening. The PNH patient’s histogram shows an increased percentage of CD16-negative granulo-
cytes (ImmGran — immature granulocytes) compared to the histogram of a healthy donor

ПНГ — paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
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CytoDiffTM-анализ, выявляя низкую экспрессию CD16 на 
нейтрофилах, является хорошим скринингом при подо-
зрении на ПНГ у больных с анемическим синдромом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, многоцветная проточная цитометрия 
с использованием CytoDiffTM — это новый шаг в оценке 
лейкоцитарной формулы, направленный во многом 
на то, чтобы в крупных лабораториях снизить число 
микроскопических исследований мазков крови, повы-
сить объективность, точность и воспроизводимость 
результатов [9–11]. Наши предварительные исследо-
вания показали, что CytoDiffTM-анализ успешно может 
быть внедрен в систему скрининга донорской крови 
на станциях и в отделениях переливания крови. Вы-
явленный В-клеточный лимфоцитоз у первичного 
донора подтвердил необходимость изменения су-
ществующей схемы оценки крови доноров (оценка 
концентрации гемоглобина и гематокрита при пер-
вичной донации). Определяемые субпопуляции лим-
фоцитов и моноцитов, незрелые гранулоциты могут 
предоставить клиницистам важную информацию от-
носительно наличия скрытого воспалительного про-
цесса, состояния иммунной системы, а также внести 
определенный вклад в скрининг редкой патологии — 
пароксизмальной ночной гемоглобинурии.
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