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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДОЛИ Т-ЛИМФОЦИТОВ В КРОВИ  
ПО СВЕТОРАССЕЯНИЮ *

В работе продемонстрированы возможности светорассеяния в определении доли Т-лимфоцитов в периферий-
ной крови человека. Анализ лимфоцитов проводился на сканирующем проточном цитометре с одновременным из-
мерением светорассеяния и специфической флуоресценции одиночных клеток. Флуоресценция была вызвана излу-
чением флуорохрома, связанного с моноклональным антителом, специфичным к определенному типу лимфоцитов. 
Анализ особенностей светорассеяния лимфоцитами различных типов позволил выявить зависимость асимметрии 
распределения параметров светорассеяния лимфоцитов от доли Т-лимфоцитов в пробе. Метод обеспечил опреде-
ление доли Т-лимфоцитов в крови с ошибкой не хуже чем 4,5 %. Анализ по предложенной нами методике занимает 
10–15 минут, в то время как иммунофлуоресцентный анализ занимает десятки минут. Таким образом, разработан-
ный нами метод развивает потенциал сканирующей проточной цитометрии в проведении общего гематологичес-
кого анализа.
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Введение

В составе крови человека имеется боль-
шое количество клеток, и решающую роль для 
иммунитета среди них играют особые клетки 
крови, к которым относятся Т-, В- и недиффе-
ренцированные лимфоциты. Они выполняют 
различные функции в системе иммунитета.  
В частности, Т-лимфоциты способны отличать 
клетки своего организма от чужеродных, после 
чего они координируют действие других кле-
ток крови для реализации иммунного ответа, 
т. е. для защиты организма от микробных и 
других повреждающих факторов [1].

За последние 50 лет наблюдается неук-
лонное увеличение частоты врожденных и 
приобретенных иммунодефицитных состо-
яний, чему способствует глобальное распро-
странение некоторых вирусных инфекций и  
серьезное ухудшение экологической ситуа-

ции. Большинство иммунодефицитов связано 
с нарушением деятельности иммунокомпетен-
тных клеток крови, и особенно Т-лимфоци-
тов. По мере прогрессирования иммунодефи-
цитного заболевания качество Т-лимфоцитов 
в крови снижается, и их количество меняет-
ся. Вследствие всего этого организм посте-
пенно утрачивает способность защищаться 
от окружающих его микроорганизмов, вы-
зывающих воспаление, последствия которо-
го могут быть фатальными. Оценка количес-
твенных показателей клеточного иммунитета 
у больных при динамическом наблюдении в 
процессе терапии может быть использована 
для определения возможных вариантов тече-
ния заболевания и подбора оптимальных им-
мунокорригирующих средств [2].

В настоящее время существует лишь не-
сколько методик исследования субпопуляций 
лимфоцитов. Световая и электронная мик-
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роскопия позволяет измерять несколько па-
раметров клеток напрямую [3]. Но изучение 
лимфоцитов под световым, электронным или 
конфокальным микроскопами требует доволь-
но сложной пробоподготовки, поэтому эти ме-
тодики занимают относительно много време-
ни для определения параметров лимфоцита 
(например, размера клетки и ядра). По этой 
же причине измерение большого числа лим-
фоцитов затруднительно, поэтому результа-
ты, получаемые названными методиками, ста-
тистически недостоверны. Также существует 
проблема, связанная с тем, что в процессе 
процедуры пробоподготовки у лимфоцитов 
меняются размеры. Это происходит из-за того, 
что в мазке лимфоциты имеют более сплюс-
нутую форму, чем во взвеси [4]. Поэтому из-
вестные данные по размеру, например, лей-
коцитов весьма противоречивые.

Методы турбидиметрии и нефелометрии 
основаны на анализе светорассеяния от ан-
самбля частиц, в отличие от проточной ци-
тометрии, которая анализирует рассеянный 
свет от одиночных частиц [5]. Но эти методы 
не позволяют определить некоторые парамет-
ры (например, показатель преломления ядра), 
влияющие на светорассеяние. 

Методика Култера [6; 7] определяет объ-
ем клетки и концентрацию клеток в суспен-
зии. Данные, полученные счетчиком Култера, 
очень полезны во многих отношениях [7]. Од-
нако электрический сигнал таких счетчиков 
не имеет прямого отношения к объему клет-
ки [8]. Более того, объем ядра клетки, изме-
ренный счетчиком Култера, может значитель-
но отличаться от данных, полученных путем 
анализа изображений клеток [9]. Кроме это-
го, счетчик Култера определяет не все пара-
метры, влияющие на светорассеяние.

Существует также метод центрифугиро-
вания для определения размера клетки [10]. 
Именно этим методом были определены раз-
меры некоторых клеток периферической кро-
ви человека [11]. Методика отслеживания из-
менения скорости определяет размер клетки 
по стабилизации скорости клеток в гравита-
ционном поле. Распределение лимфоцитов по 
размеру, определенное такой методикой, пока-
зано в [8]. Допущения этой методики: 1) плот-
ность клеток не меняется от клетки к клетке 
в данной субпопуляции; 2) клетки сферичес-
кие. Обе методики не позволяют получить та-

кие важные параметры, влияющие на свето-
рассеяние, как форма клетки и ядра, размер 
ядра, положение ядра, показатели преломле-
ния ядра и цитоплазмы.

Существует также спектральный метод  
определения диаметра и показателя прелом-
ления эритроцита [12], но пока нет информа-
ции, как этим методом можно извлечь какие-
либо параметры моноядерных клеткок.

Метод проточной цитометрии уже приме-
нялся для изучения субпопуляций лимфоцитов 
[13; 14], однако возможность определения доли 
Т-лимфоцитов в крови этим методом в данной 
работе демонстрируется впервые.

Современные методы количественного ана-
лиза субпопуляций лимфоцитов очень доро-
гостоящи. Ценность же данной работы заклю-
чается в разработке сравнительно дешевой 
методики определения доли Т-лимфоцитов 
среди всех лимфоцитов по рассеянному ими 
свету, и эта доля является важной характерис-
тикой иммунного статуса человека.

Экспериментальная часть

Настоящая работа выполнена на сканиру-
ющем проточном цитометре (СПЦ) [15], кото-
рый позволяет измерять одновременно сигналы 
светорассеяния и флуоресценции от одиночных 
клеток. Причем скорость измерения составля-
ет до десятка тысяч клеток в минуту [16]. Ос-
новное преимущество СПЦ в том, что изме-
рение светорассеяния происходит в широком 
диапазоне углов. Для лимфоцитов диапазон 
углов рассеяния составлял от 5 до 60º.

Объект для исследования был получен сле-
дующим образом. Для подготовки образцов 
лимфоцитов использовалась цельная пери-
ферическая венозная кровь из локтевой вены 
здорового донора (здоровые мужчины 18 лет) 
с этилендиаминтетраацетатом (ЭДТА) в ка-
честве антикоагулянта. Центрифугирование 
проводилось в течение 20 минут в солевом 
растворе (фосфатно-солевой буфер) с плот-
ностью 1,077 мг/л, pH = 7,4 и с ускорением 
1 300 об/мин. Далее снимался обогащенный 
лейкоцитами осадок, который появлялся в ре-
зультате центрифугирования. Из полученно-
го осадка выделялись лимфоциты с помощью 
иммунофлуоресцентных маркеров CD3–FITC 
и CD19PE для Т- и В-клеток соответственно. 
После окрашивания в течение 20 минут про-
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ба была снова отмыта и разбавлена для по-
лучения концентрации около 106 клеток/мл. 
Полученную пробу анализировали на СПЦ, 
измеряя одновременно два сигнала: интен-
сивность флуоресценции от специфически 
связанных с лимфоцитом маркеров и инди-
катрису светорассеяния.

В ходе экспериментов были проанализиро-
ваны пробы, приготовленные из крови семи 
доноров.

Результаты и обсуждение

Использованная конструкция СПЦ дает воз-
можность измерять следующую комбинацию 
элементов матрицы Мюллера [q]:

  ( ) ( )[ ] ϕϕq+ϕq=q ∫
π2

0
4111 ,,)( dSSIs  (1)

где Is(θ) – выходной сигнал СПЦ; θ и φ – по-
лярный и азимутальный углы соответствен-
но. Если предположить, что лимфоцит имеет 
осесимметричную структуру, то второй член 
уравнения (1) равен нулю и, таким образом, 
выходной сигнал канала светорассеяния цито-
метра пропорционален элементу S11, проинтег-
рированному по азимутальному углу [15].

Индикатриса, измеренная СПЦ (рис. 1) за-
висит от морфологии лимфоцита. Было изме-
рено до 1 000 индикатрис в каждой пробе. На 
рис. 2 представлены усредненные по 100 клет-
кам индикатрисы Т-лимфоцитов и остальных 
лимфоцитов двух доноров. Результаты демон-
стрируют, что индикатрисы Т- и остальных 
лимфоцитов в среднем статистически досто-
верно отличаются, хотя известно, что морфо-
логические отличия лимфоцитов не уловимы 
в обычный световой микроскоп.

На основании представленных результа-
тов можно сделать важное заключение: дей-
ствительно, отличия в светорассеянии между 
Т-лимфоцитами и остальными лимфоцитами 
имеются, но эти отличия меньше, чем разни-
ца в интенсивности между лимфоцитами для 
разных доноров. Следовательно, чтобы опре-
делять долю Т-лимфоцитов по светорассея-
нию, необходимо нормализовать параметры 
индикатрисы для разных доноров.

Перейдем к выбору параметров индикат-
рисы. Для этого построим зависимость от-
носительной разницы в интенсивности све-
торассеяния для лимфоцитов разных типов 

в рассматриваемом диапазоне углов. Отно-
сительную разность будем строить для ин-
дикатрис, усредненных по 100 клеткам, из 
двух популяций лимфоцитов: CD19–/CD3+ 
(Т-лимфоциты), CD19+/CD3– и СD19–/CD3– 
(остальные лимфоциты). Индикатрисы были 
усреднены внутри каждой из популяции. От-
носительная разность между усредненными 
индикатрисами светорассеяния Т- и осталь-
ных лимфоцитов представлена на рис. 3.

Из рис. 3 видно, что интенсивность инди-
катрисы светорассеяния в области углов от 20 
до 25º для остальных лимфоцитов в среднем 
на 20 % превосходит интенсивность рассея-
ния для Т-лимфоцитов у всех доноров. Ин-
теграл от индикатрисы светорассеяния в об-
ласти углов от 20 до 25º (параметр X1) можно 
использовать как идентификационный пара-
метр в методе определения доли Т-лимфо-
цитов. В качестве второго параметра можно 
использовать интеграл от индикатрисы све-

Рис. 2. Усредненные по 100 клеткам индикатрисы  
светорассеяния лимфоцитов для разных доноров

Рис. 1. Измеренная индикатриса светорассеяния  
лимфоцита
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торассеяния в области углов от 40 до 45º (па-
раметр X2). Для обоих параметров наблюда-
ется устойчивое превышение интенсивности 
светорассеяния остальных лимфоцитов над  
Т-лимфоцитами. Достаточно большое угло-
вое расстояние между параметрами и, следо-
вательно, различная природа формирования 
индикатрисы в этих углах позволяет наде-
яться, что связь между параметрами не но-
сит только линейный характер.

Для проведения процедуры нормализации 
и масштабирования построим двумерную па-
раметрическую карту, где точка на карте отно-
сится к индивидуальному лимфоциту. Такая 
параметрическая карта для двух доноров пред-
ставлена на рис. 4. Аналогичные карты были 
построены для всех семи доноров. Вид тако-

го распределения для каждого донора строго 
индивидуален, однако наблюдается устойчи-
вое расположение центра распределения для 
Т-лимфоцитов слева от центра распределения 
для остальных лимфоцитов. Для всех распре-
делений были применены процедуры норма-
лизации и масштабирования, после которых 
у всех исследуемых распределений средние 
значения были смещены в ноль, а дисперсия 
стала равной единице. В результате такой опе-
рации у распределений отличался третий мо-
мент – асимметрия распределения. 

После нормировки и масштабирования для 
всех семи доноров были построены распреде-
ления по параметру X1 и вычислены асиммет-
рии полученных распределений. Процентное 
содержание Т-лимфоцитов в пробах показало 
хорошую корреляцию с величиной асимметрии 
(рис. 5). Методом линейной регрессии была 
получена зависимость доли Т-лимфоцитов в 
крови донора от асимметрии распределения 
по одному параметру – интегралу индикатри-
сы от 20 до 25º. Коэффициент корреляции для 
полученной зависимости равен 0,88, средняя 
ошибка линейной регрессии 0,054.

Для того чтобы использовать оба парамет-
ра индикатрисы X1 и X2, при вычислении доли 
Т-лимфоцитов необходимо рассчитать четыре 
асимметрии двумерного распределения [19]. 
Две из четырех полученных асимметрий ока-
зались малыми величинами порядка 10–17, по-
этому их вклад не существенен. Две другие 
асимметрии были использованы для получе-
ния уравнения, выражающего зависимость 
доли Т-лимфоцитов в периферийной крови 
донора от асимметрии распределения пара-
метров светорассеяния лимфоцитов. Уравне-
ние искалось в виде 

  32211 aXaXaY ++= , (2)

где X1, X2 – асимметрии двумерного распреде-
ления; Y – доля Т-лимфоцитов; а1, а2, а3 – варь-
ируемые коэффициенты, которые находились 
методом линейной регрессии [19]. Рассчитан-
ные значения для варьируемых коэффициен-
тов: а1 = –0,102; а2 = 0,019; а3 = 0,725. Значения 
доли Т-лимфоцитов, полученные с помощью 
уравнения (2), хорошо коррелируют с данны-
ми, полученными с помощью флуоресцент-
ных меток. Корреляционная прямая для дан-
ных, полученных обоими методами, показана 
на рис. 6. Коэффициент корреляции R = 0,94. 

Рис. 3. Относительная разница между усредненны-
ми индикатрисами светорассеяния T-лимфоцитов  
(CD19–/CD3+) и остальных лимфоцитов (СD19+/CD3– 

и СD19–/CD3–) для семи разных доноров

Рис. 4. Распределение значений интегралов от инди-
катрис светорассеяния Т- и остальных лимфоцитов в 
двух областях (от 20 до 25 и от 40 до 45º) для разных 
доноров. Открытые круг и ромб показывают положения 
центров распределений для Т- и остальных лимфоци-

тов соответственно
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Средняя ошибка линейной регрессии (2) со-
ставила 0,045.

Таким образом, возможность определения 
доли Т-лимфоцитов существует благодаря 
тому, что есть зависимость доли Т-лимфоци-
тов от асимметрии распределения парамет-
ров светорассеяния лимфоцитов, в качестве 
которых принимались интегралы от индикат-
рисы светорассеяния в определенных диапа-
зонах углов.

Заключение

Данная работа развивает многопараметри-
ческие методы классификации [19], указыва-
ет на пути их улучшения. Был проведен мно-
гопараметрический анализ светорассеяния 
лимфоцитов для определения доли Т-лим-
фоцитов на сканирующем проточном цито-
метре. В результате установлено, что инди-
катрисы светорассеяния лимфоцитов разных 
доноров могут отличаться сильнее, чем ин-
дикатрисы разных субпопуляций лимфоци-
тов одного донора.

Также установлено, что при определении 
доли Т-лимфоцитов в крови наиболее инфор-
мативными являются параметры светорассея-
ния, являющиеся интегралами индикатрисы в 
угловых диапазонах 20–25 и 40–45º.

Доля Т-лимфоцитов может быть определе-
на по коэффициенту асимметрии распределе-
ния параметров светорассеяния с ошибкой не 
хуже чем 4,5 %.

Развитое программное обеспечение скани-
рующего проточного цитометра позволяет ав-

томатически измерять и анализировать инди-
катрисы светорассеяния. Также программное 
обеспечение, созданное в данной работе, поз-
воляет автоматизировать измерения на скани-
рующем проточном цитометре в случае «раз-
нотипных» доноров, определять асимметрии 
распределений и по ним – долю Т-лимфоци-
тов в пробе. 

Таким образом, показана возможность  
определения доли интересующей популяции 
лимфоцитов в пробе без использования доро-
гостоящих флуоресцентных меток. Предложен-
ная нами методика позволяет определять долю 
Т-лимфоцитов за 10–15 минут без использова-
ния дорогостоящих моноклональных антител, 
меченных флуоресцентными метками.

Разработанный нами метод развивает по-
тенциал сканирующего проточного цитомет-
ра для проведения гематологического анали-
за, который определяется большим объемом 
информации, заключенной в индикатрисах 
светорассеяния.
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the DeterMiNAtioN of t-lYMphoCYte perCeNtAGe  
iN blooD froM ANGle reSolVeD liGht SCAtteriNG

This work shows the possibility of determination of T-lymphocyte percentage in blood by light scattering pattern only. 
The analysis of lymphocytes was carried out by scanning flow cytometry with measurement light scattering and specific 
fluorescence simultaneously. The fluorescence was caused from fluorochrom radiation which was connected with monoclonal 
antibody. The analysis of light scattering from different lymphocyte subpopulations allowed reveal the dependence distribution 
asymmetry of T-lymphocyte percentage. This method resulted in determination of T-lymphocyte percentage with mistake 
less then 4,5 %. The analysis by this method takes 10–15 minutes as the same time immunofluorescence analysis takes 
several tens of minutes. Thus, our method develops a potential of scanning flow cytometry in carrying out bulk hematological 
analysis.

Keywords: flow cytometry, inverse light scattering problem, light scattering indicatrix, T-lymphocytes.


