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цель. выбор показателей популяций лимфоцитов макак-резусов, определенных методом проточной цитомет-
рии, для оценки изменений клеточной составляющей их иммунного статуса. материалы и методы. использовали 
кровь 11 здоровых самцов макак-резусов возрастом 2,0–2,5 года, массой 2,5–3,0 кг. обезьян обследовали одно-
временно в каждый из 7 месяцев наблюдения (с мая по ноябрь). иммунофенотипирование проводили на цитоф-
луориметре FC500 с использованием моноклональных антител Affymetrix eBioscience. дифференцированы сле-
дующие показатели клеточной составляющей иммунного статуса: т-лимфоциты общие (фенотип сD2+сD20-); 
в-лимфоциты общие (фенотип сD2-сD20+); натуральные киллеры (фенотип сD2+сD56+); T-хелперы (фенотип 
сD2+сD4+); цитотоксические т-лимфоциты (фенотип сD2+сD8+); дубль-позитивные т-лимфоциты (фенотип 
сD4+сD8+) и т-лимфоциты, позитивные по антигенам сD2 и сD20 (фенотип сD2+сD20+). результаты и об-
суждение. статистический анализ полученных результатов выявил отсутствие влияния фактора времени иссле-
дования на указанные показатели. для оценки изменений клеточной составляющей иммунного статуса макак-
резусов возможно использовать показатели, отличающиеся меньшей вариабельностью: т- и в-лимфоциты общие, 
T-хелперы, цитотоксические T-лимфоциты и т-лимфоциты, имеющие фенотип (сD2+сD20+). использование 
CD56 в качестве маркера натуральных киллеров макак-резусов нецелесообразно из-за его низкой экспрессии и 
малочисленности популяции, несущей данный маркер. результаты исследований могут стать основой норматив-
ных показателей субпопуляционного состава клеток иммунной системы макак-резусов, что позволит исследовать 
инфицированных животных при оценке качества лечебных препаратов в отношении опасных и особо опасных 
инфекций.
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Abstract. Objective. Selection of indicators of lymphocyte populations in rhesus macaques determined by flow 
cytometry to evaluate variations of cellular constituent of their immune status. Materials and methods. Blood of 
11 healthy rhesus macaque males, 2,0–2,5 years old, weighing 2,5–3,0 kg, was used. Monkeys were examined simulta-
neously in each of 7 months of observation (since May till November). Immunophenotyping was conducted by FC500 
cytofluorimeter using Affymetrix eBioscience monoclonal antibodies. The following cellular constituent indicators of 
immune status were differentiated: total T lymphocytes (phenotype CD2+CD20-); total B lymphocytes (phenotype  
CD2-CD20+); natural killer cells (phenotype CD2+CD56+); T helper cells (phenotype CD2+CD4+); cytotoxic T lym-
phocytes (phenotype CD2+CD8+); double-positive T lymphocytes (phenotype CD4+CD8+) and T lymphocytes posi-
tive by antigens CD2 and CD20 (phenotype CD2+CD20+). Results and discussion. Statistical analysis of the obtained 
results revealed the absence of the effect of research time factor on the stated indicators. To assess changes in the cellular 
constituent of immune status of rhesus macaques, it is possible to use indicators that are less variable: total T and B lym-
phocytes, T helper cells, cytotoxic T lymphocytes and T lymphocytes with phenotype (CD2+CD20+). The use of CD56 
as a marker of natural killer cells of rhesus macaques is impractical due to its low expression and a small size of the 
population bearing this marker. The research results may form the basis of the normative indicators of the subpopulation 
cell composition of immune system in rhesus macaques, which will allow the study of infected animals when assessing 
the quality of medical products in relation to dangerous and particularly dangerous infections.
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макака-резус (Macaca mulatta), вследствие боль-
шого биологического сходства (филогенетической 
близости) с человеком, является экспериментальной 
моделью для изучения многих опасных и особо опас-
ных инфекционных заболеваний. результаты иссле-
дований, полученные на приматах данного вида, воз-
можно экстраполировать для людей с минимальной 
коррекцией. 

субпопуляционный состав (фенотип) лимфоци-
тов является важным диагностическим признаком, 
позволяющим судить о течении иммунных процес-
сов [1]. в формировании протективного иммунитета 
к возбудителям ряда вирусных и бактериальных за-
болеваний ключевую роль играет именно клеточный 
иммунитет [2, 3]. оценку иммунного статуса и его 
клеточной составляющей человека, зараженного воз-
будителем опасной или особо опасной инфекции, а 
также животных, являющихся экспериментальными 
моделями для изучения инфекционных заболеваний, 
можно проводить методом проточной цитометрии 
[1, 4, 5].

для объективной регистрации комплекса изме-
нений, происходящих в системе иммунитета модель-
ных животных, необходимо формирование массива 
референсных значений фонового иммунного статуса, 
полученных единообразно на одном оборудовании 
с использованием одинаковых реагентов и тактик 
гейтирования, с учетом имеющихся возможностей 
приборно-реактивной базы. 

целью исследования стал выбор показателей 
популяций лимфоцитов макак-резусов, определен-
ных методом проточной цитометрии, которые мож-
но использовать для оценки изменений клеточной 
составляющей иммунного статуса указанных лабо-
раторных животных.

материалы и методы

в экспериментах использовали 11 здоровых 
самцов макак-резусов возрастом 2,0–2,5 года, мас-
сой 2,5–3,0 кг, доставленных из питомника г. сочи, 
которых содержали в виварии Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии. уход за животными осу-
ществляли в соответствии с руководством [6] и 
Федеральным законом от 27.12.2018 № 498-Фз «об 
ответственном обращении с животными…». обезьян 
обследовали одновременно в каждый из семи меся-
цев наблюдения (с мая по ноябрь).

венозную кровь приматов, полученную утром 
натощак пункцией периферической вены, собира-
ли в вакуумные пробирки с напылением к3эдта. 
иммунофенотипирование проводили в день взятия 

крови на цитофлуориметре FC500 (Beckman Coulter, 
сШа), оснащенном аргоновым (синим) лазером с 
длиной волны излучения 488 нм с программным обе-
спечением схр, версия 2.2. методология иммунофе-
нотипирования лимфоцитов обезьян существенно не 
отличается от той, что используется для человека [7], 
поэтому составление цитометрических панелей, рас-
пределение антител по каналам флуоресценции, на-
стройку протоколов анализа проводили в соответ-
ствии со стандартизованной технологией и принци-
пами формирования панелей для многоцветных ци-
тофлуориметрических исследований [8]. в каждой 
пробе исследовали не менее 5000 лимфоцитов.

для выявления популяций лимфоцитов кро-
ви обезьян применяли две панели моноклональных 
антител (мкат): CD8-FITC/CD4-PE/CD2-PеCу7 и 
CD56-FITC/CD20-PеCу5.5/CD2-PC7. для установ-
ления границ между отрицательными и положи-
тельными событиями при использовании антитела 
CD56-FITC, имеющего низкий уровень экспрессии 
на лимфоцитах макак-резусов (CD56dim), использова-
ли соответствующий изотипический контроль IgG1-
FITC (кат. № 11-4714, Affymetrix eBioscience, сШа). 
для проверки корректности настройки компенсации 
применяли «FMO-подход» (Fluorescence-мinus-оne, 
флуоресценция минус один). 

были подобраны перекрестно реагирующие 
с антигенами лимфоцитов макак-резусов клоны 
мышиных античеловеческих мкат, конъюгиро-
ванные с флуорохромами (все антитела произ-
водства Affymetrix eBioscience, сШа): CD8-FITC 
(клон RPA-T8, кат. № 11-0088), CD4-PE (клон 
OKT4, кат. № 12-0048), CD2-Pе Cу7 (клон RPA-
2.10, кат. № 25-0029), CD56-FITC (клон TULY56, 
кат. № 11-0566), CD20-Pе Cу5.5 (клон 2н7, 
кат. № 35-0209). в пробирки с предварительно вне-
сенными мкат помещали 70 мкл крови. содержимое 
пробирок перемешивали в течение 1 c на автомати-
ческом встряхивателе типа Vortex, далее инкубиро-
вали 20 мин в темном месте при комнатной темпера-
туре, потом переносили в станцию пробоподготовки 
TQ-Prep (Beckman Coulter, сШа) для лизиса эри-
троцитов и фиксации лейкоцитов с использованием 
набора реагентов ImmunoPrep (Beckman Coulter, кат. 
№ 7546999, сШа). 

лимфоциты выделяли на гистограммах на 
основании параметров малоуглового и бокового 
светорассеяния. с использованием перечисленных 
мкат были дифференцированы следующие пока-
затели клеточной составляющей иммунного статуса 
макак-резусов: т-лимфоциты общие (т) (фенотип 
сD2+сD20-); в-лимфоциты общие (в) (фенотип 
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сD2-сD20+); натуральные киллеры (NK) (фено-
тип сD2+(dim)сD56+(dim)); T-хелперы (HELP) (фено-
тип сD2+сD4+); цитотоксические T-лимфоциты 
(CTL) (фенотип сD2+сD8+); дубль-позитивные 
т-лимфоциты (DP) (фенотип сD2+сD4+сD8+) и 
т-лимфоциты, позитивные по антигенам сD2 и 
сD20 (фенотип сD2+сD20+). цитотоксические 
лимфоциты дифференцировали от натуральных кил-
леров, имеющих фенотип (сD2+сD8+), по более 
выраженной экспрессии маркеров (bright (яркий) у 
CTL-лимфоцитов против dim (тусклый) у NK).

анализ показателей клеточной составляющей 
иммунного статуса макак-резусов проводили сред-
ствами MS Exсel с использованием общеизвестных 
статистических методов и критериев. за уровень 
статистической значимости принята величина, рав-
ная 0,05.

результаты и обсуждение

для каждой популяции лимфоцитов (далее – 
показатель), исследованной у каждого животного, 
рассчитали следующие статистические параметры: 
среднюю величину (хср); медиану (ме); нижнюю и 
верхнюю границы доверительного интервала медиа-
ны; коэффициент асимметрии (As) и эксцесса (Ex); 
значения t-критерия стьюдента для коэффициента 
асимметрии (tAs) и эксцесса (tEx); коэффициент ва-
риации (кV). указанные параметры представлены в 
таблице.

средняя арифметическая величина каждого по-
казателя находится в диапазоне значений от нижней 
до верхней границ доверительного интервала медиа-
ны. близость значений медианы и средней арифме-
тической величины характерна для симметричных 
распределений, в том числе для нормального рас-
пределения [9].

проверку гипотезы о нормальном распреде-
лении исследованных показателей проводили с ис-
пользованием общепринятых критериев: коэффици-
ента асимметрии (As) и эксцесса (Ex).

средние квадратичные отклонения ϭAs и ϭEx вы-
борочных значений асимметрии (As) и эксцесса (Ex) 
рассчитывали по следующим формулам c учетом 
объема выборки N, равного 77:

нулевая гипотеза (предположение о нормаль-
ном распределении выборки) отвергалась, если 

в соответствии с указанным правилом критери-
ям нормального распределения удовлетворяют по-
казатели т- и в-лимфоцитов общих, т-лимфоцитов-
хелперов и т-лимфоцитов-цитотоксических, а также 
т-лимфоцитов, позитивных по антигенам сD2 и 
сD20.

такие показатели, как натуральные киллеры, име-
ющие фенотип (сD2+сD56+), и дубль-позитивные 
т-лимфоциты, отличаются существенной вариабель-
ностью: коэффициент кV, характеризующий ошибку 
метода измерения, для указанных показателей в 2–3 
раза выше, чем для остальных исследованных пока-
зателей иммунного статуса. поэтому отклонение их 
значений от нормального распределения можно объ-
яснить недостаточным объемом выборки для данной 
точности измерений. сравнение средних значений 
одноименных показателей в различные сроки на-
блюдения с использованием t-критерия стьюдента 
выявило отсутствие достоверных различий между 
ними, что позволяет объединить в одну выборку дан-
ные, соответствующие одноименным показателям в 
различные сроки наблюдения. 

в настоящее время для идентификации т- и 
в-клеток у обезьян, как и у человека, используют в 
основном комбинацию линейно-специфических мар-
керов т-лимфоцитов (сD3) и в-лимфоцитов (сD19) 
или комбинацию сD3 и сD20, а для идентификации 
T-хелперов и цитотоксических T-лимфоцитов ис-
пользуют комбинацию сD3, сD4 и сD8 маркеров [1]. 
данные по содержанию общих т- и в-лимфоцитов 
макак-резусов, полученные с использованием ком-
бинации маркеров сD2 и сD20, согласуются с ре-
зультатами иммунофенотипирования при исполь-
зовании маркеров сD3 и сD19 или сD3 и сD20. 
данные по содержанию T-хелперов и цитотоксиче-
ских T-лимфоцитов макак-резусов, полученные с 
использованием комбинации маркеров сD2, сD4 и 
сD8, согласуются с результатами, полученными с 
использованием комбинации маркеров сD3, сD4 и 
сD8 [7, 10].

следует отметить, что в проведенном иссле-
довании у макак-резусов идентифицированы так-
же малые популяции лимфоцитов: т-лимфоциты, 
имеющие фенотип (сD2+сD20+), натуральные кил-
леры, имеющие фенотип (сD2+сD56+), и дубль-
позитивные т-лимфоциты (сD2+сD4+сD8+). 

применение антител к антигенам сD2 и сD20 
позволило, наряду с определением основных по-
пуляций, идентифицировать малоизученную суб-
популяцию т-лимфоцитов, положительных по ука-
занным антигенам. хотя CD20 первоначально был 
отнесен к в-клеточным маркерам, небольшая по-
пуляция т-клеток человека тоже экспрессирует этот 
антиген, причем в-клетки экспрессируют CD20 
в высокой плотности, а т-клетки – в низкой [11].  
у макак-резусов популяция т-лимфоцитов, имею-
щих фенотип (сD2+сD20+), составила (2,0±0,1) % 
от лимфоцитов периферической крови (см. таблицу), 
что достаточно близко к величине соответствующего 
показателя у человека (2,4±1,5 %) [11].

человеческие NK-клетки традиционно опреде-
ляются как имеющие фенотип (CD3-CD(16+56+)) [1]. 
маркер CD56, как и сD16, является линейно-специ-
фичным маркером натуральных киллеров челове-
ка. по интенсивности экспрессии (плотности на 
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поверхности клетки) маркера CD56 натуральные 
киллеры человека можно разделить на два подмно-
жества: CD56bright (яркие) и CD56dim (тусклые), кото-
рые составляют соответственно 0,7 и 10 % от общей 
популяции лимфоцитов [12]. в популяции CD56dim 
натуральных киллеров 79 % клеток имеют на своей 
поверхности молекулу CD2 [13]. относительно роли 
CD56 как маркера NK-клеток у нечеловекообразных 
приматов в литературе существуют противоречия: 
в некоторых источниках говорится, что молекула 
CD56 экспрессируется лимфоцитами макак-резусов, 
в других эта информация опровергается [14].

в выполненном исследовании популяция нату-
ральных киллеров макак-резусов, несущих маркер 
CD56, относится к подмножеству сD56dim и состав-
ляет 0,6 % от лимфоцитов (см. таблицу), что значи-
тельно меньше аналогичной популяции у человека. 
таким образом, CD56 не подходит в качестве марке-
ра натуральных киллеров макаки-резуса.

сообщения о циркулирующих в периферической 
крови человека дважды положительных т-клетках, 
которые составляли от 1 до 3 % от общей популяции 
т-лимфоцитов, были опубликованы еще в 80-х годах 
прошлого века, но из-за нетрадиционного фенотипа 
и редкости у человека и мышей большинство имму-

нологов до сих пор игнорируют экстратимические 
(CD4+CD8+) т-лимфоциты [15]. данная популяция 
является редко исследуемой, в ее пуле существует 
значительная гетерогенность, функция подмножеств 
дубль-позитивных т-лимфоцитов остается спорной, 
сообщения о них противоречивы и немногочислен-
ны. в результате изучения связей DP-т-лимфоцитов 
с инволюцией тимуса у яванских макак зафиксирова-
но, что у шестилетних животных в крови находится 
от 1 до 10 % этих клеток и их процентное содержа-
ние резко возрастает начиная с семи лет, параллель-
но с инволюцией тимуса [16]. 

в выполненном исследовании установле-
но, что в крови двухлетних самцов макак-резусов 
DP-т-лимфоциты составляют 1 % от популяции 
т-лимфоцитов (см. таблицу). данные о зависящем 
от возраста и пола содержании DP-т-лимфоцитов в 
крови людей и макак-резусов в опубликованных ис-
точниках отсутствуют, поэтому делать какие-либо 
сравнения не представляется возможным. 

достоверность влияния времени наблюдения 
(месяца года) на показатели клеточной составляю-
щей иммунного статуса макак-резусов исследовали 
методом однофакторного дисперсионного анали-
за [9]. для этого рассчитывали критерий Фишера, 

результаты оценки показателей клеточной составляющей иммунного статуса макак-резусов
Results of indicator assessment of cellular component of immune status in rhesus macaques

статистические параметры
Statistical parameters

показатель (популяция лимфоцитов, фенотип)
Indicator (lymphocyte population, phenotype)

T
CD2+

CD20–

B
CD2–

CD20+

NK
CD2+

CD56+

HELP
CD2+

CD4+

CTL
CD2+

CD8+

DP
CD2+

CD4+

CD8+

т
CD2+

CD20+

средняя арифметическая величина (хср)
Arithmetic mean value (хср)

71,1 25,5 0,6 32,3 29,4 1,0 2,0

медиана (ме)
Median (ме) 69,7 24,2 0,5 31,1 28,7 0,9 1,9

нижняя граница доверительного интервала медианы
Lower limit of the median confidence interval 69,1 22,9 0,4 28,7 26,5 0,9 1,9

верхняя граница доверительного интервала медианы
Upper limit of the median confidence interval 73,5 26,6 0,6 34,3 30,4 1,1 2,0

коэффициент асимметрии (As)
Skewness ratio (As) -0,22 0,28 1,17 0,34 0,46 1,19 0,41

критерий стьюдента tAs
Student's test tAs

-0,80 1,02 4,27 1,25 1,66 4,34 1,51

эксцесс (Ex)
Kurtosis (Ex) -0,79 -0,94 1,41 -0,53 0,18 2,77 -0,04

критерий стьюдента tEx
Student's test tEx

1,47 1,74 2,6 1,00 0,33 5,11 0,07

коэффициент вариации (KV)
Coefficient of variation (KV) 8,7 23,0 74,0 22,9 23,6 51,9 27,4

примечания :
1. показатели клеточной составляющей иммунного статуса макак-резусов, кроме DP, рассчитывали как процент от общей популяции лимфо-

цитов.
2. показатель DP рассчитывали как процент от популяции т-лимфоцитов.
3. количество измерений N каждого показателя равно 77.

No te s :
1. Indicators of the cellular component of the immune status of rhesus macaques, except DP, were calculated as a percentage of the total population of 

lymphocytes.
2. DP was calculated as a percentage of the T-lymphocyte population.
3. The number of metering N of each indicator is equal to 77. 
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представляющий собой отношение межгрупповой 
дисперсии к внутригрупповой дисперсии. для ука-
занных степеней свободы рассчитанные величины 
критерия Фишера всех показателей существенно 
меньше соответствующего табличного значения для 
уровня значимости, равного 0,05 [9]. 

в качестве оценки силы влияния фактора (вре-
мени исследования) использовали критерий ŋx

2 – со-
отношение межгрупповой суммы квадратов к общей 
сумме квадратов отклонений. в качестве критерия до-
стоверности силы влияния ŋx

2  использовали критерий 
mŋx

2 , который вычисляли по следующей формуле:

где a – число градаций исследуемого фактора (вре-
мени исследования); N – количество измерений по-
казателя за каждый месяц [9]. 

нулевая гипотеза отвергалась, то есть влияние 
фактора времени на исследуемый показатель счита-
ли существенным, если соотношение ŋx

2 /mŋx
2  было 

больше или равно табличному значению критерия 
Фишера для уровня значимости, равного 0,05 [9]. 

результаты расчетов подтверждают вывод об от-
сутствии существенного влияния фактора времени 
исследования на показатели клеточной составляю-
щей иммунного статуса макак-резусов. 

аналогичным образом с использованием дис-
персионного анализа дана оценка достоверности 
различия показателей между особями. выявлено, 
что показатели различаются у разных животных вне 
зависимости от времени анализа. 

таким образом, методом проточной цитометрии 
с использованием маркеров сD2, сD4, сD8, сD20 
и сD56 определены показатели основных и малых 
популяций лимфоцитов периферической крови 
макак-резусов. выявлена существенная вариабель-
ность показателей между особями по сравнению 
с их изменениями у каждого животного в различ-
ные периоды времени. данные по содержанию т- и 
в-лимфоцитов макак-резусов, полученные с ис-
пользованием комбинации маркеров сD2 и сD20, 
согласуются с результатами иммунофенотипирова-
ния при использовании комбинаций маркеров сD3 
и сD19 или сD3 и сD20. данные по содержанию 
T-хелперов и цитотоксических T-лимфоцитов, по-
лученные с использованием комбинации маркеров 
сD2, сD4 и сD8, согласуются с результатами при 
использовании комбинации маркеров сD3, сD4 и 
сD8. идентифицированы малые популяции лим-
фоцитов периферической крови макак-резусов, та-
кие как т-лимфоциты (сD2+сD20+), натуральные 
киллеры (сD2+(dim)сD56+(dim)) и дубль-позитивные 
T-лимфоциты (сD2+сD4+сD8+).

по результатам статистического анализа мож-
но сделать вывод об отсутствии влияния фактора 
времени исследования на показатели лимфоцитов 
макак-резусов. для оценки изменений клеточной со-
ставляющей иммунного статуса можно использовать 

показатели общих т- и в-лимфоцитов, T-хелперов, 
цитотоксических T-лимфоцитов и т-лимфоцитов, 
имеющих фенотип (сD2+сD20+), отличающие-
ся меньшей вариабельностью. показатели дубль-
позитивных T-лимфоцитов могут быть использова-
ны для оценки изменений клеточной составляющей 
иммунного статуса макак-резусов, если при увеличе-
нии числа подопытных животных будет достигнуто 
снижение ошибки метода измерения. использование 
CD56 в качестве маркера натуральных киллеров 
макаки-резуса нецелесообразно из-за его низкой экс-
прессии и малочисленности популяции, несущей 
данный маркер. 

поскольку исследование проводили с исполь-
зованием крови здоровых особей, результаты мо-
гут стать основой нормативных показателей субпо-
пуляционного состава клеток иммунной системы 
животных данного вида, что позволит исследовать 
инфицированных животных при оценке качества 
лечебных препаратов в отношении особо опасных и 
опасных инфекций.
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