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Определение как количественного соотношения различных типов лейкоцитов, так и их мор-
фологических характеристик в периферической крови новорожденных имеет высокую потен-
циальную значимость для диагностики различных заболеваний, в том числе комбинированных 
иммунодефицитов и сепсиса новорожденных. Разработка скрининговых методов параллельного 
исследования популяционного состава и морфологии лейкоцитов периферической крови ново-
рожденных – актуальная задача. Целью работы было параллельное исследование относительно-
го количества различных подгрупп лейкоцитов и изучение их морфологических характеристик 
в крови здоровых доношенных и недоношенных новорожденных и здоровых взрослых при помо-
щи клеточного биочипа – прозрачной подложки с иммобилизованными антителами к поверх-
ностным CD-антигенам лейкоцитов. Данное исследование одобрено Ученым советом, поддер-
жано Независимым этическим комитетом центра, а также комиссией по этике биомедицинских 
исследований при ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, 
гинекологии и перинатологии им. академика В.И. Кулакова». В работе исследовали перифе-
рическую кровь 12 доношенных (38–42 нед. гестации) и 9 недоношенных (22–32 нед. гестации) 
новорожденных и 18 взрослых здоровых доноров. Исследование количественного соотношения 
различных групп лейкоцитов и их морфологии производили с помощью клеточного биочипа, в 
панель которого входили антитела к CD2, СD3, СD4, CD5, СD7, CD8, CD10, СD11b, CD11c, CD13, 
CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD22, CD25, CD33, CD38, CD41a, CD45, CD45RA, CD45RO, CD61, 
CD64, CD117, CD123, HLA-DR. Доли лейкоцитов, несущих исследуемые поверхностные CD-ан-
тигены, среди мононуклеаров периферической крови недоношенных новорожденных, доношен-
ных новорожденных и здоровых взрослых, определенные с помощью клеточного биочипа, хоро-
шо согласуются с опубликованными данными, полученными методом проточной цитометрии.  
Cреди лейкоцитов, несущих на поверхности CD11b, в крови недоношенных и доношенных ново-
рожденных обнаружены миелоциты и метамиелоциты в количестве до 21 и 27% соответственно. 
Полученные данные могут быть использованы как референсные значения при использовании 
биочипа в качестве скринингового метода в комплексной ранней диагностике комбинированных 

иммунодефицитов и неонатального сепсиса. 
Ключевые слова: клеточный биочип, иммунофенотип, новорожденные, лимфоциты, 
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Both the ratio of different leukocyte subgroup content and the leukocyte morphology in peripheral blood of newborns are 
important in diagnosis of several diseases including combined immunodeficiency and neonatal septicemia. There is a need for 
development of screening methods for parallel study of the leukocyte morphology and population structure in the newborn 
peripheral blood. We aimed to determine the relative abundance of different leukocyte subsets and to study their morphology in 
full-term and premature newborn babies and healthy adult volunteers using the cell-binding microarray – a transparent support 
with immobilized antibodies against leukocyte cluster-of-differentiation antigens. The work was supported by the Scientific 
council and approved by the ethical committee of the Centre. We have studied the peripheral blood of 12 full-term newborns 
(38–40 weeks gestation), 9 premature newborns (22–32 weeks gestation) and 18 healthy adults. The relative abundance of the 
leukocyte and their morphology were determined using the cell-binding microarray including antibodies against CD2, СD3, СD4, 
CD5, СD7, CD8, CD10, СD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD22, CD25, CD33, CD38, CD41a, CD45, CD45RA, 
CD45RO, CD61, CD64, CD117, CD123, HLA-DR. The percentage of leukocytes positive for every of the studied surface CD antigens 
among the peripheral blood mononuclear cells of full-term and preterm newborn babies and healthy adults determined on the 
cell–binding microarray are in good agreement with published flow cytometry data. CD11b+ leukocytes both in premature and 
full-term newborns included up to 21% myelocytes and 27% metamyelocytes. The reported data can be used as reference values 
in cell-binding microarray application in diagnosis of combined immunodeficiency or neonatal septicemia.
Key words: cell microarray, immunophenotype, newborn babies, lymphocytes, CD-antigens

Fedyanina O.S., et al. Pediatric hematology/oncology and immunopathology, 2018; 17 (4): 11‒16.
DOI: 10.24287/1726-1708-2018-17-4-11-16

Correspondence:
Sofia A. Kuznetsova, PhD, laboratory 

of biophysics, Dmitriy Rogachev 
National Medical Research Center 

of Pediatric Hematology, Oncology, 
Immunology Ministry of Healthcare of 

Russian Federation.
Address: Russia 117997, Moscow, 

Samory Mashela st., 1
E-mail: kuznetsova.sonya@gmail.com

 2018 by NMRC PHOI

Исследование популяционного состава лейко-
цитов периферической крови имеет высокую 
потенциальную значимость для диагностики 

различных заболеваний. Так, например, показано, 
что относительное количество миелоидных предше-
ственников (промиелоцитов, миелоцитов, метами-
елоцитов и палочкоядерных нейтрофилов) в крови 
новорожденных может свидетельствовать о риске 
развития сепсиса [1–3]. В работе V.N. Umlauf и 
соавт. [4] показано, что исследование уровня экс-
прессии CD64 и CD11b на нейтрофилах и HLA-DR 
на моноцитах методом проточной цитометрии также 
может быть использовано для диагностики ранне-
го и позднего сепсиса новорожденных. Количество 
Т-лимфоцитов в периферической крови, определяе-
мое как напрямую – методом проточной цитометрии, 
так и косвенно – с помощью определения количества 
Т-рецепторных эксцизионных колец, – основной по-
тенциальный метод скрининга новорожденных на тя-
желый комбинированный иммунодефицит [5]. Однако 
на сегодняшний день такие исследования не вошли 
в повседневную практику в связи с высокой стоимо-
стью их проведения. 

Поиск недорогих, пригодных для скрининга ме-
тодов исследования популяционного состава и мор-
фологии лейкоцитов периферической крови новоро-
жденных остается актуальной задачей. Один из таких 
методов – исследование крови с помощью клеточно-
го биочипа. Клеточный биочип представляет собой 

прозрачную подложку, на поверхности которой в 
определенных местах упорядоченным образом иммо-
билизованы антитела к поверхностным CD-антигенам 
лейкоцитов [6, 7]. Клеточный биочип может быть ис-
пользован для исследования размера и морфологи-
ческого состава различных популяций лейкоцитов в 
лейкоконцентратах, полученных из крови или кост-
ного мозга [6, 7]. Основное преимущество клеточно-
го биочипа – возможность исследования морфоло-
гии клеток, несущих на поверхности определенные 
CD-антигены. Кроме того, этот метод может быть ис-
пользован в скрининговых целях за счет невысокой 
стоимости исследования на клеточном биочипе по 
сравнению с проточной цитометрией.

В литературе приведены данные как о численно-
сти основных групп лейкоцитов в крови новорожден-
ных, полученные методом проточной цитометрии  
[8, 9], так и об определенном морфологически ко-
личестве незрелых нейтрофильных предшественни-
ков в крови доношенных [3, 10] и недоношенных [11]  
новорожденных. Однако исследование крови ново-
рожденных с помощью клеточного биочипа ранее не 
проводилось. 

Основной целью данной работы было исследо-
вание популяционного состава лейкоцитов в крови 
новорожденных на биочипе для установления рефе-
ренсных значений для разных групп лейкоцитов на 
клеточном биочипе у доношенных и недоношенных 
новорожденных.



13

Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии
2018 | Том 17 | № 4 | 11‒16

Материалы и методы исследования 

В данное исследование включили 12 доношен-
ных новорожденных, рожденных на 38–42-й неделе, 
с массой тела 2940–4270 г (медиана – 3295 г) и ро-
стом 48–54 см (медиана – 52 см); по шкале Апгар –  
8–9 баллов, не имеющих родовых травм, врожден-
ных пороков развития, хромосомных дефектов, ме-
таболических заболеваний и врожденных инфекций,  
и 9 недоношенных новорожденных, рожденных в  
период 22–32 недели гестации, с массой тела 660–
1270 г (медиана – 990 г) и ростом 28–37 см (медиа- 
на – 35 см), 5–8 баллов по шкале Апгар (медиана –  
8 баллов), у которых встречались следующие откло-
нения, не влияющие на результаты исследования:  
у 5 из 9 – респираторный дистресс–синдром; у 4 из 

9 – врожденные инфекции (пневмония, энтероколит); 
у 2 из 9 – задержка внутриутробного развития 3-й сте-
пени; 2 из 9 новорожденных – однояйцевые близнецы. 

В качестве группы контроля в исследовании  
участвовали 18 здоровых добровольцев в возрасте  
20–43 лет, среди них 5 мужчин и 13 женщин. Все участ-
ники данного исследования или их законные предста-
вители подписали информированное согласие. Иссле-
дование одобрено Комиссией по этике биомедицинских 
исследований при Национальном медицинском ис-
следовательском центре акушерства, гинекологии и 
перинатологии им. академика В.И. Кулакова (прото- 
кол № 7 от 28.05.2015).  

Изготовление биочипов. Биочипы изготавли-
вали в соответствии с ранее опубликованным про-
токолом [6, 7] c небольшими модификациями (при 
анализе плотности заполнения пятна биочипа учиты-

Таблица 1
Количество лейкоцитов, положительных по различным CD-антигенам, в крови новорожденных 
и взрослых, в процентах от всех CD45RA+ мононуклеаров на биочипе

CDx

Новорожденные 
22–32 нед. гестации (n = 9)

Новорожденные 
38–42 нед. гестации (n = 12)

Взрослые 
(n = 18)

медиана, % min–maxа, % медиана, % min–maxа, % медиана, % min–maxа, %

СD2 72** 25–100 78 55–100 94 62–100

CD3 39*, ** 15–77 64 26–100 81 21–100

CD4 40 17–66 30 4–54 37 9–64

CD5 59 ** 21–69 58 35–90 77 18–100

CD7 62 28–96 66 32–84 73 31–97

CD8 17 6–28 12 ** 4–23 21 7–46

CD11b 45 22–66 66 37–125 42 16–100

CD14 8 0–59 17 ** 7–62 6 1–18

CD15 4 0–8 6 ** 1–25 1 0–9

CD16 21 10–53 21 3–78 15 4–61

CD19 9 3–13 16 7–23 13 4–28

CD20 8 3–21 12 6–18 10 4–21

CD22 5  0–10 6 0–15 11 4–22

CD25 5 1–17 6 2–12 10 2–30

CD33 16 0–31 6 1–21 5 0–21

CD38 60 ** 4–100 38 ** 11–65 19 1–49

CD45RO 9 1–66 30 11–66 21 0–59

CD56 1 0–7 2 0–6 2 0–4

CD64 9 2–13 30 ** 5–65 9 1–29

HLA–DR 30 7–54 41 14–64 28 5–67

IgM 12 0–23 14** 8–21 9 1–19

mIgG1 1 0–5 2 0–8 1 0–2

CD4/CD8 2,6** 1,6–5,2 2,5** 0,2–7,4 1,6 1–2,9

Примечание: в таблице представлены медианы значения плотности связывания лимфоцитов с анти-CDx, минимальное (min) и максимальное (max) измеренные 
значения плотности связывания.
* Значения, имеющие значимые различия по плотности заполнения данного CD с соответствующим значением для доношенных новорожденных по критерию 
Манна–Уитни.
** Значения, имеющие значимые различия по плотности заполнения данного CD с соответствующим значением для взрослых по критерию Манна–Уитни.
а Минимальное и максимальное значения из выборки, за исключением выбросов (значений, лежащих ниже или выше 1-й и 3-й квартилей на утроенный 
межквартильный интервал).
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вали все клетки, включая моноциты). В панель био-
чипа входили антитела к CD2, СD3, CD5, СD7, CD10, 
CD16, CD19, CD20, CD22, CD38, CD45, CD56, HLA-DR 
(ООО «Сорбент», Москва, Россия) и СD4, CD8, СD11b, 
CD11c, CD13, CD14, CD15, CD25, CD33, CD41a, CD61, 
CD45RA, CD45RO, CD64, CD117, CD123, IgM и смесь 
мышиных IgG (изотипический отрицательный кон-
троль) (eBioscience, Waltham, MA, США).

Выделение лейкоцитов и их анализ. Лейкоциты 
были выделены из венозной крови, взятой самотеком 
в S-Monovette 1,3 мл 106 mM цитрата натрия (pH 5,5); 
соотношение кровь:цитрат – 9:1, или S-Monovette  
9 мл 1,6 мг EDTA/мл крови путем центрифугирования 
в градиенте плотности Histopaque-1077 с последу-
ющей отмывкой и инкубацией с биочипом при 11 ºС, 
как описано в [6, 7], с небольшими модификациями: 
выделенные мононуклеары инкубировали с биочипом 
в 100% fetal calf serum (Sigma, St. Louis, MO, США). 
Для анализа плотности связывания клеток на биочи-
пе и их морфологии использовали микроскоп Nikon 
Eclipse Ni, объективы 20× и 100× и камеру Nikon  
DS-Ri1. Плотность связывания на разных анти-CDx 
была нормирована на плотность связывания в пятне 
анти-CD45RA.

Статистическая обработка данных. По резуль-
татам исследования вычислены медианы значений 
плотности связывания, минимальные (Мin) и макси-
мальные (Мax) их значения (таблица 1). Сравнение 
значений плотности связывания новорожденных  
и взрослых по критерию Манна–Уитни проводи-
ли при помощи OriginPro 8 (OriginLab Corp., США).  
Значимыми различиями считали выборки при  
p < 0,017 [12] для сравнения трех независимых 
групп данных. 

Результаты исследования и их обсуждение

Популяционный состав лейкоцитов у доношен-
ных и недоношенных новорожденных. Популяцион-
ный состав лейкоцитов, то есть доли среди выделен-
ных мононуклеаров лейкоцитов, положительных по 
различным CD-антигенам, определяли как плотность 
связывания лейкоцитов на биочипе с антителом к 
соответствующему CD-антигену, нормированную на 
плотность связывания с анти-CD45RA, как описано в 
[6, 7]. Усредненные данные по плотностям связыва-
ния лейкоцитов с антителами к различным CD-анти-
генам представлены в таблице 1. 

Эти данные согласуются с результатами 
C. Schultz и соавт. [13], наблюдавших увели-
чение доли всех подгрупп Т-лимфоцитов в об-
щем числе лимфоцитов от плода 21–37 недель  
гестации (по данным кордоцентеза) к перифериче-
ской крови новорожденных 37–41 недели гестации 
и далее к периферической крови здоровых взрос-

лых доноров. Данные по процентному содержа-
нию клеток, положительных по CD2+, CD3+, CD4+  
и CD8+, среди мононуклеаров периферической кро-
ви доношенных новорожденных и здоровых взрос-
лых практически совпадают с результатами по доле 
соответствующих клеток среди лимфоцитов пери-
ферической крови, полученных методом проточной 
цитометрии [9, 13] с учетом различий в нормировке. 
Значимо меньшая доля CD3+ клеток среди монону-
клеаров периферической крови недоношенных ново-
рожденных по сравнению с количеством CD5+ и CD7+ 
скорее всего объясняется пониженной экспрессией 
CD3 на поверхности Т-лимфоцитов у недоношенных 
и, как следствие, худшим связыванием с иммобили-
зованным на биочипе анти-CD3. Это предположение 
косвенно подтверждается тем фактом, что Т-лимфо-
циты периферической крови новорожденных продол-
жают пролиферировать (до 10% Т-лимфоцитов в пе-
риферической крови недоношенных новорожденных 
положительны по маркеру пролиферации Ki-67 [14]).

Данные о количестве CD4+ и CD8+ лимфоцитов 
в крови плода и новорожденных, представленные в 
литературе, противоречивы (см. обзор группы Van 
Dongen [15]). По нашим данным, доли CD4+ среди 
мононуклеаров периферической крови у недоно-
шенных и доношенных новорожденных существенно 
не отличаются между собой и от аналогичных дан-
ных у здоровых взрослых. Уменьшение доли CD8+ 
клеток у доношенных новорожденных по сравнению 
с недоношенными можно объяснить значимым уве-
личением количества моноцитов в крови доношен-
ных новорожденных (CD14+ и CD64+ мононуклеаров,  
см. таблицу 1) и связанным с этим изменением в 
нормировке. С учетом этого наши данные не проти-
воречат результатам других групп [9, 13]. Иммуно-
регуляторный индекс у новорожденных выше, чем 
у взрослых, что соответствует данным литературы 
[15]. Доли CD19+, CD20+, CD22+ и IgM+ В-лимфо-
цитов среди мононуклеаров периферической крови 
доношенных и недоношенных новорожденных и здо-
ровых взрослых значимо не отличаются. Доля CD38+ 
клеток существенно выше среди мононуклеаров пе-
риферической крови недоношенных новорожденных 
за счет популяции незрелых В-лимфоцитов [16]. 
Количество активированных CD25+ лимфоцитов с 
возрастом возрастает по мере обучения адаптивного 
иммунитета [15]. Данные, приведенные в таблице 1, 
также указывают на существенное повышение коли-
чества моноцитов в крови новорожденных, вызыва-
ющее повышение числа CD14+ и CD64+ клеток, что 
подтверждают и другие авторы [10]. Это, возможно, 
связано с взаимодействием иммунных систем плода 
и матери и соответствует активации лейкоцитов пе-
риферической крови беременных женщин в третьем 
триместре беременности, приводящей к повышению 
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количества CD14+ и СD64+ клеток [17]. Таким обра-
зом, данные, приведенные в таблице 1, согласуются 
с результатами других исследователей и в дальней-
шем могут быть использованы в качестве референс-
ных значений при скрининговых исследованиях крови 
новорожденных. 

Миелоидные и эритроидные предшественники 
в крови новорожденных. Наличие гранулоцитарных 
предшественников в крови как доношенных, так и не-
доношенных новорожденных было показано многими 
группами [1, 10, 18]; кроме того, исследования пока-
зывают, что повышение количества незрелых грану-
лоцитов в крови может быть использовано в ранней 
диагностике неонатального сепсиса [2, 3, 18–20].  
В то же время в указанных работах приведено отно-
шение количества незрелых гранулоцитов либо к об-
щему числу лейкоцитов, либо к количеству зрелых 
полиморфноядерных нейтрофилов, определяемое 
с помощью морфологического анализа мазка кро-
ви. Поскольку при анализе периферической крови 
с помощью клеточного биочипа анализируют только 
мононуклеарную фракцию клеток, для использо-
вания клеточного биочипа для анализа количества 
миелоидных предшественников требовалось пред-
варительно определить референсные значения для 
данного метода. В крови как недоношенных, так и 
доношенных новорожденных миелоциты и метамие-
лоциты были обнаружены среди клеток, связавших-
ся с антителами к CD11b, CD11c, CD13, CD15, CD16, 
CD33, CD45, а эритроидные предшественники – среди 
клеток, связавшихся с антителами к CD11b, СD45 и 
CD235a (рисунок). Миелоциты были найдены у 7 из 
9 недоношенных новорожденных, у всех доношенных 
новорожденных и у 1 из 18 взрослых; метамиелоци-

ты – у 7 из 9 недоношенных новорожденных, у всех 
12 доношенных новорожденных и у 3 из 18 взрослых. 
В качестве потенциального параметра для скрининга 
мы выбрали относительное количество миелоидных 
и ядерных эритроидных предшественников среди мо-
нонуклеаров, связывающихся с антителами к CD11b, 
поскольку среди мононуклеаров, связавшихся с 
данным антителом, плотность миелоидных предше-
ственников была максимальной. Полученные резуль-
таты представлены в таблице 2. Процент миелоци-
тов у недоношенных и доношенных новорожденных 
в среднем одинаков и может достигать 12–15% всех 
CD11b+ клеток. Процент метамиелоцитов составлял 
до 14% всех CD11b+ клеток у доношенных новоро-
жденных по сравнению с 6% у недоношенных, однако 
данные различия статистически не значимы. Эритро-
идные предшественники в количестве до 1–2% были 
обнаружены у 1 из 9 недоношенных новорожденных,  
у 7 из 12 доношенных новорожденных и не обнаруже-
ны ни в одном из 18 образцов крови взрослых. 

Таким образом, миелоциты и метамиелоциты 
были встречены в периферической крови здоровых 
новорожденных, но не обнаружены у взрослых; зна-
чимых различий в их количестве у доношенных и не-
доношенных новорожденных не отмечено.  

Заключение

Клеточный биочип позволяет исследовать как 
популяционный состав, так и морфологию лейкоци-
тов периферической крови и, учитывая невысокую 
его стоимость, пригоден для скрининговых исследо-
ваний. В данной работе с помощью клеточного био-
чипа исследовано относительное содержание среди 
мононуклеаров периферической крови клеток, по-
ложительных по дифференцировочным антигенам, 
определяющих основные подгруппы лейкоцитов 
периферической крови. Получены референсные 
значения для доношенных и недоношенных ново-
рожденных, которые могут быть использованы для 
выявления пациентов с тяжелым комбинирован-
ным иммунодефицитом. A. Narasimha и соавт. [20]  
показали, что абсолютное и относительное количе-

Таблица 2
Миелоциты, метамиелоциты и эритроидные предшественники, связавшиеся на биочипе 
с анти-CD11b, в процентах от количества всех CD11b, в процентах от количества всех CD11b+ клеток 
(представлены медианы, минимальные (min) и максимальные (max) измеренные значения)

Тип клеток

Новорожденные
22–32 нед. гестации

(9 образцов)

Новорожденные
38–42 нед. гестации

(12 образцов)

Взрослые 
(18 образцов)

медиана, % min–max, % медиана, % min–max, % медиана, % min–max, %

Миелоциты 2 0–15 4 0,3–12 0 0–0,2

Метамиелоциты 1 0–6 5 0,5–14 0 0–0,5

Эритроидные 
предшественники 0 0–0,2 0,4 0–2 0 0–0

Рисунок 1
Незрелые клетки в крови новорожденных; миелоциты (А), мета-
миелоциты (B) и эритроидные предшественники (C) обнаружены 
на биочипе в пятне анти-CD11b

А B C
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ство незрелых гранулоцитарных предшественни-
ков – наиболее чувствительный фактор в ранней 
диагностике неонатального сепсиса. Поскольку 
частота развития неонатального сепсиса и риски 
смертельного исхода существенно повышаются у 
глубоко недоношенных новорожденных (8 случаев 
на 1000 для новорожденных с массой тела от 1000 
до 1500 г по сравнению с 0,7–1 случаем на 1000 для 
доношенных новорожденных) [21], особое значение 
имеет исследование миелоидных предшественников 
в крови недоношенных новорожденных, впервые вы-
полненное в этой работе. Полученные данные можно 
использовать как референсные значения при при-
менении биочипа в качестве скринингового метода 

в комплексной ранней диагностике неонатального 
сепсиса. 
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