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CD10 (HI10a)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD10

Форма Номер по каталогу

FITC 332775

PE 332776

PE-Cy7 341112

APC 332777

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD10 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD10, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD10 в исследова-
нии гематологической неоплазии.1,2

2. СОСТАВ

CD10, клон HI10a3, получен путем гибри-
дизации клеток мышиной миеломы P3-
X63-Ag8.653 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных бластными 
клетками пациента, страдающего острым 
лимфобластным лейкозом. CD10 состоит 
из мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких 
каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма Поставляемое количество
Конц.a 

(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 12,5 мкг в 1,0 мл PBS 12,5

PE 6 мкг в 1,0 мл PBS 6

PE-Cy™7b 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PE-Cy7, APC: ≤20 % свободного 
флуорофора во флаконах, измеренного 
методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Храните пузырьки с антителами 
в сухой среде.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ МАТЕРИАЛЫ

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• BD FACS™ lysing solution (10X) (номер 
по каталогу 349202). Инструкции по раз-
ведению и меры предосторожности см. 
в руководстве по использованию реаген-
тов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-ный раствор пара-
формальдегида в PBS с 0,1 % азида 
натрия. Храните не более 1 недели в 
темной стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. 

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для 
диагностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких 
других применений. Если вам нужна какая-либо дополни-
тельная лицензия для использования этого продукта, вер-
ните этот продукт нераспакованным в BD Biosciences по 
адресу 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплачен-
ные за него деньги будут возвращены.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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Рекомендуемое предельное значение — не 
менее 80 % жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ. Любые биологи-
ческие образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6,7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12x75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD10. Относительно 
объема см. соответствующую марки-
ровку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200g в 

течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
PE-Cy7 обнаруживают изменения в 
своих эмиссионных спектрах при дли-
тельном воздействии параформальде-
гида. Для хранения окрашенных 
клеток в течение ночи промойте и 
ресуспендируйте их в буфере без пара-
формальдегида после 1-часовой фик-
сации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
релевантных антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на мешалке 
«вортекс» при низкой скорости, чтобы 
снизить агрегацию перед их обработкой на 
проточном цитометре8. Перед сбором 
образцов отрегулируйте пороговое значе-
ние, чтобы максимально исключить кле-
точные обломки и убедиться, что интере-
сующие популяции вас популяции вклю-
чены. Соберите и проанализируйте 
данные пациентов, собранные в виде спи-
ска, с помощью соответствующего про-
граммного обеспечения. На рисунке 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на лейкоцитах перифериче-



4

ской крови с добавлением REH-клеток и 
гейтированные по лимфоцитам (включая 
REH-клетки). Возбуждение лазером про-
водилось при длинах волн 488 нм и 
635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ beads и программное обе-
спечение BD FACSComp™ software, 
чтобы настроить напряжение в трубке 
фотоэлектронного умножителя (ФЭУ), 
компенсацию флуоресценции, а также 
проверить чувствительность прибора 
перед его использованием. См. руковод-
ство по эксплуатации частиц BD Calibrite 
Beads и Руководство пользователя про-
граммного обеспечения BD FACSComp 
Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески 
доступный контрольный образец цельной 
крови для оптимизации настроек прибора 
и для контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD10 (Anti-CALLA) распознает общий 
антиген острого лимфобластного лейкоза 
человека (CALLA) с молекулярным весом 
100 килодальтон (кДа)3,10. Антиген CD10 
идентичен нейтральной эндопептидазе, 
ассоциированной с мембраной человека 
(NEP; EC 3.3.24.11), также известной как 
энкефалиназа11.

Антиген CD10 обнаружен на лимфоцитах 
образцов с B-клеточным острым лимфоб-
ластным лейкозом (B-ALL)12. Антиген 
также присутствует на множестве типов 
нормальных и неопластических клеток, 
включая почечный эпителий, фибробла-
сты, гранулоциты и некоторые Т-клеточ-
ные лейкемии13, клеточные линии 
лимфомы, меланомы и глиомы11.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение популяции CD10+ от популяции 
CD10–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделения CD10+ от 
CD10– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация разлива антител для каж-
дого реагента обеспечивала оптимальную 
чувствительность в разрешении клеток 
CD10+ от соответствующих отрицатель-
ных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD10 был представлен на рассмотрение 
на Пятом международном семинаре-кон-
ференции по дифференцированным анти-
генам лейкоцитов человека (Fifth 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон HI10a в составе слепой панели анти-

PE-Cy7

APC

PE

FITC
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тел и сообщили согласующиеся результа-
ты3.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандарт-
ные отклонения (SD) определяли по паре 
результатов для каждого образца. Индиви-
дуальные SD группировали для выведения 
объединенного SD для каждого реагента, 
что обеспечивало оценку внутриобразцо-
вой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). В 
случае частичного перекрытия популяций, 
на расчет процента клеток, положитель-
ных по какому-либо маркеру, может 
повлиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-

гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания BD 
Biosciences пока не охарактеризовала вли-
яние терапевтических антител на эффек-
тивность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний реаген-
тов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в совокупности с другими 
маркерами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, с добавлением ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 2. Повторяемость MFI REH-клеток по 
разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 3 81,6 2,48 3,04

PE 3 602,2 16,89 2,81

PE-Cy7 3 353,0 15,92 4,51

APC 3 398,5 33,52 8,41
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизируйте 
настройки, если 
необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком высока на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD34 (8G12)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD34.

Форма Номер по каталогу

FITC 345801

PE 345802

PerCP 345803

PerCP-Cy5.5 347222

PE-Cy7 348811

APC 345804

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD34 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD34, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD34 в исследова-
нии гематологической неоплазии1–5.

2. СОСТАВ

CD34 (Anti–HPCA*-2), клон 8G12, полу-
чен гибридизацией клеток мышиной мие-
ломы Sp2/0-Ag14 с клетками селезенки 
мышей BALB/c, иммунизированных кле-
точной линией человека KG-1a. CD34 
состоит из мышиных тяжелых цепей IgG1 
и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

* Антиген человеческой клетки-предшественника

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

FITC 50 мкг в 2,0 мл PBS 25

PE 50 мкг в 2,0 мл PBS 25

PerCP 50 мкг в 1,0 мл PBS 50

PerCP-Cy™5.5b 12,5 мкг в 1,0 мл PBS 12,5
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC: 
≤20 % свободного флуорофора во флако-
нах, измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®† или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия.

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-й раствор парафор-
мальдегида в PBS с 0,1 % азида натрия. 
Храните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа6,7.

PE-Cy™7 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

APC 50 мкг в 0,5 мл PBS 100

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для 
диагностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких 
других применений. Если вам нужна какая-либо дополни-
тельная лицензия для использования этого продукта, вер-
ните этот продукт нераспакованным в BD Biosciences по 
адресу 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплачен-
ные за него деньги будут возвращены.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

† Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за потери необходимых 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток6.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции8,9 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки. Известно, что 
фиксация инактивирует ВИЧ.10

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в пробирке 
12 x 75 мм добавьте соответствующий 
объем конъюгированных с флуорохро-
мом моноклональных антител CD34. 
Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-

руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200g в 
течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
PE-Cy7 обнаруживают изменения в 
своих эмиссионных спектрах при дли-
тельном воздействии параформальде-
гида. Для хранения окрашенных кле-
ток в течение ночи промойте и ресу-
спендируйте их в буфере без парафор-
мальдегида после 1-часовой 
фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
релевантных антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.11 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
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ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на образце лей-
кофереза и гейтированные по лимфоци-
там. Обратите внимание, что ось Y приве-
дена в логарифмическом масштабе. Лазер-
ное возбуждение проводилось при длинах 
волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и Руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-

вого взрослого, или коммерчески 
доступный контрольный образец цельной 
крови для оптимизации настроек прибора 
и для контроля качества системы12.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антиген CD34 — это трансмембранный 
гликопротеин с одной цепью и молекуляр-
ной массой от 105 до 120 килодальтон 
(кДа). Он экспрессируется в незрелых кро-
ветворных клетках-предшественниках и 
во всех кроветворных колониеобразую-
щих клетках костного мозга и крови. 
Антиген CD34 также обнаружен в капил-
лярных эндотелиоцитах и приблизительно 
у 1 % человеческих тимоцитов. Нормаль-
ные лимфоциты периферической крови, 
моноциты, гранулоциты и тромбоциты не 
экспрессируют антиген CD34.

Антиген CD34 экспрессируется приблизи-
тельно в 60 % B-клеточных острых лим-
фоидных лейкозов и острых миелоидных 
лейкозов (AML) и 1–5 % T-клеточных 
острых лимфоидных лейкозов.3,5,13 Дан-
ный антиген не экспрессируется при хро-
нических лимфоидных лейкозах или 
лимфомах.13

Чувствительность
Чувствительность определяется как мак-
симальная интенсивность окрашивания 
популяции CD34+. Чувствительность 
измерена на диапазоне концентраций 
антител. Каждая концентрация реагента 
тестировалась на клетках KG-1a. Средняя 
интенсивность флуоресценции (MFI) 
CD34+ определялась для каждого образца 
и усреднялась по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при обнаружении 
CD34+. См. табл. 1.

APC
PE-Cy7

PerCP-Cy5.5
PerCPPEFITC



5

Воспроизводимость
CD34 был представлен на рассмотрение 
на Пятом международном семинаре-кон-
ференции по дифференцированным анти-
генам лейкоцитов человека (Fifth 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон 8G12 как часть скрытой панели анти-
тел и сообщили согласующиеся друг с 
другом результаты.14

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) для разных образцов, как 
показано в таблице 2. Для каждого 
образца две разные партии реагентов дали 
пару результатов. Индивидуальные стан-
дартные отклонения (SD) определяли по 
паре результатов для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 
реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). Когда 
популяции перекрываются, на расчет про-
цента клеток, положительных по маркеру, 
может влиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний реаген-
тов7.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

Таблица 2. Повторяемость MFI клеток KG-1a по 
разным партиям и многим маркированным 

здоровым донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 23 812,2 127,50 15,70

PE 29 1620,7 281,43 17,36

PerCP 12 542,3 44,98 8,30

PerCP-Cy5.5 3 4984,6 287,38 5,77

PE-Cy7 3 2937,3 489,77 16,67

APC 3 4251,3 1068,68 25,14
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В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизируйте 
настройки, если 
необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 
24 часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD16 (3G8)
Реагент моноклональных мышиных антител к сыво-
ротке человека для идентификации клеток, экс-
прессириющих антиген CD16

Форма
Номер по 
каталогу

PerCP-Cy5.5 338440

1. НАЗНАЧЕНИЕ

CD16 предназначен для диагностической 
идентификации in vitro клеток, экспресси-
рующих антиген CD16, на проточном 
цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
оснащен необходимым аналитическим 
программным обеспечением (таким как 
BD CellQuest™ или BD LYSYS™ II) для 
сбора данных и их анализа. Инструкции 
см. в руководстве пользователя прибора.

Сферы применения
Экспрессия CD16 в исследовании гемато-
логической неоплазии1, 2

2. СОСТАВ

CD16, клон 3G8, получен путем слияния 
P3U1-клеток мышиной миеломы со спле-
ноцитами мышей CD2F1

3. CD16 состоит 
из тяжелых цепей и легких каппа-цепей 
мышиного иммуноглобулина IgG1.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе с фосфатным буфером 
(PBS), содержащем желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
Табл. 1.

Табл. 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PerCP-Cy™5.5b

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Карнеги-Меллон (Carnegie 
Mellon University), изготавливается и продается по лицен-
зии GE Healthcare. Этот продукт лицензирован для про-
дажи исключительно для диагностики in vitro. Он не 
лицензирован ни для каких других применений. Если вам 
нужна какая-либо дополнительная лицензия для исполь-
зования этого продукта, верните этот продукт нераспако-
ванным компании BD Biosciences по адресу 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

6 мкг в 1,0 мл PBS 6
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Чистота антител следующая:

• PerCP-Cy5.5: ≤20 % свободного флуоро-
фора во флаконах, измеренного методом 
эксклюзионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на этикетке. Не используйте после 
истечения срока годности. Не заморажи-
вайте реагент и не подвергайте его воздей-
ствию прямых лучей во время хранения 
или инкубации с клетками. Держите фла-
коны с реагентами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки Falcon®* или аналогич-
ные. 

• Микропипетка с наконечниками.

• Мешалка «вортекс».

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в инструк-
ции по эксплуатации.

• Центрифуга. 

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия.

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-ный раствор пара-
формальдегида в PBS, содержащем 
0,1 % азида. натрия. Храните не более 
1 недели в темной стеклянной посуде 
при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Инфор-
мацию см. в руководстве пользователя 
прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4, 5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фичного связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6, 7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в 12 x 75-мм 
полистирольной пробирке добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD16.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку флакона.

2. Аккуратно встряхните на «вортексе» и 
инкубируйте в течение 15–30 минут в 
темноте при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл лизирующего раствора 
1X BD FACS Lysing Solution.

4. Аккуратно встряхните на «вортексе» и 
инкубируйте в течение 10 минут в тем-
ноте при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-ного раствора параформаль-
дегида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы 
в пределах 24 часов после окрашива-
ния.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на «вор-
тексе» на низкой скорости, чтобы снизить 
агрегацию перед их обработкой на проточ-
ном цитометре8. Соберите и проанализи-
руйте данные в списочном режиме при 
помощи соответствующего программного 
обеспечения. Прежде чем собирать дан-
ные, отрегулируйте пороговый уровень, 
чтобы минимизировать учет клеточных 
обломков и убедиться, что интересующая 
вас популяция включена. На Рис. 1 пред-
ставлены репрезентативные данные, полу-
ченные на лизированной цельной крови, 
гейтированной по лимфоцитам (Рис. 1 
сверху), гранулоцитам и моноцитам 
(Рис. 1 снизу). Лазерное возбуждение про-
водилось при длине волны 488 нм.
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Рис. 1. Репрезентативные данные, получен-
ные на проточном цитометре BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуется использовать гранулы 
BD Calibrite™ Beads и программное обе-
спечение BD FACSComp™, чтобы настро-
ить напряжение в трубке фотоэлектрон-
ного умножителя (ФЭУ), компенсацию 
флуоресценции, а также проверить чув-
ствительность прибора перед его исполь-
зованием. См. руководство по эксплуата-
ции гранул BD Calibrite Beads и 
BD FACSComp Software User’s Guide 
(Руководство пользователя программного 
обеспечения BD FACSComp).

Рекомендуется ежедневно обрабатывать 
контрольный образец, полученный от здо-
рового взрослого, или коммерчески 
доступный контрольный образец цельной 
крови для оптимизации параметров при-
бора и контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антитела CD16 распознают антиген мас-
сой 50–65 килодальтон (кДа), присутству-
ющий на человеческих естественных 
клетках-киллерах (КК), который является 
рецептором типа III фрагмента Fc иммуно-
глобулина IgG10.

Антиген CD16 экспрессируется приблизи-
тельно на 15 % лимфоцитов перифериче-
ской крови и присутствует практически на 
всех остальных покоящихся естественных 
лимфоцитах-киллерах10. У некоторых лиц 
антиген CD16 может экспрессироваться на 
CD3+ T-лимфоцитах11. Антиген CD16 
также экспрессируется на нейтрофилах12. 
Переменное количество лимфоцитов 
CD16+ коэкспрессируют антиген CD57, 
антиген CD8 низкой плотности или 
оба12–14. Естественные клетки-киллеры 
CD16+CD56+ характеризуются обратным 
переносом состояния активации с ден-
дритными клетками15.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD16+ и 
CD16–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD16+ и 
CD16– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD16+ и соответствующих отрица-
тельных. См. Табл. 1.

№ Описание

1 гранулоциты

2 моноциты
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Воспроизводимость
CD16 был представлен на рассмотрение 
на Четвертой международной научно-
практической конференции по дифферен-
цировочным антигенам лейкоцитов чело-
века (Fourth International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон 3G8 как 
часть скрытой панели антител и сообщили 
согласующиеся результаты16.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
усредненное значение средней интенсив-
ности флуоресценции (MFI) разных образ-
цов, как показано в Табл. 2. Для каждого 
образца две разные партии реагентов дали 
пару результатов. Индивидуальные сред-
неквадратические отклонения (СО) опре-
деляли по парным результатам для каж-
дого образца. Индивидуальные СО груп-
пировали для выведения объединенного 
СО для каждого реагента, что обеспечи-
вало оценку повторяемости внутри 
выборки.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают лучшее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов от пациентов, подверга-
ющихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний реаген-
тов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

Табл. 2. Повторяемость MFI CD16+ лимфоцитов 
по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Сред-
нее зна-
чение 

MFI

Объеди-
ненное 
СО

Объе-
динен-
ный 

% КВb

b. КВ = коэффициент вариации

PerCP-Cy5.5 11 97 291,2 18 089,66 18,59
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ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ СООТВЕТСТВИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИ-
МОГО, ЗАЯВЛЕННОГО НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В 
МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ 
ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАНТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ ПОДРАЗУМЕВАЕМЫХ, ВКЛЮ-
ЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТ-
НОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ НЕНАРУШЕНИЯ ЧЬИХ-ЛИБО ПРАВ. 
ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВА-
ЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕНИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМ-
ПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ 
ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ 
ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАННЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток; 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры при-
бора

Следуйте соответст-
вующей методике 
настройки прибора; 
при необходимости 
оптимизируйте 
настройки.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличен-
ным количеством 
антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 
24 часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанали-
зируйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD5 (L17F12)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD5

Форма Номер по каталогу

FITC 345781

PE 345782

PerCP-Cy5.5 341109

PE-Cy7 348810

APC 345783

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD5 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD5, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD5 в исследовании 
гематологической неоплазии1-3

2. СОСТАВ

CD5, клон L17F12,4 получен путем гибри-
дизации клеток мышиной миеломы NS-1/
Ag4 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированными человеческими клет-
ками острого T-лимфобластного лейкоза 
(ALL). CD5 состоит из тяжелых цепей 
иммуноглобулина мыши IgG2a и легких 
каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

FITC 10 мкг в 2,0 мл PBS 5

PE 12,5 мкг в 2,0 мл PBS 6,25

PerCP-Cy™5.5b 3 мкг в 1,0 мл PBS 3

PE-Cy™7 3 мкг в 0,5 мл PBS 6

APC 3 мкг в 0,5 мл PBS 6
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC: ≤20 % 
свободного флуорофора во флаконах, 
измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Храните пузырьки с антителами 
в сухой среде.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или 
изменение цвета означает нестабильность 
или непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ МАТЕРИАЛЫ

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• BD FACS™ lysing solution (10X) (номер 
по каталогу 349202). Инструкции по раз-
ведению и меры предосторожности см. 
в руководстве по использованию реаген-
тов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-ный раствор пара-
формальдегида в PBS с 0,1 % азида 
натрия. Храните не более 1 недели в 
темной стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа.5,6

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences по адресу 2350 
Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него 
деньги будут возвращены.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо 
оценить жизнеспособность образцов и 
установить предельное значение. Рекомен-
дуемое предельное значение — не менее 
80 % жизнеспособных клеток5. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ. Любые биологи-
ческие образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции7,8 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12x75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD5. Относительно 
объема см. соответствующую марки-
ровку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-

руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200g в 
течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
PE-Cy7 обнаруживают изменения в 
своих эмиссионных спектрах при дли-
тельном воздействии параформальде-
гида. Для хранения окрашенных 
клеток в течение ночи промойте и 
ресуспендируйте их в буфере без пара-
формальдегида после 1-часовой фик-
сации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
релевантных антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на мешалке 
«вортекс» при низкой скорости, чтобы 
снизить агрегацию перед их обработкой на 
проточном цитометре9. Перед сбором 
образцов отрегулируйте пороговое значе-
ние, чтобы максимально исключить кле-

Status: Released EFFECTIVEDocument: 23-13695-05 Doc Type: ZMG
Change #: 500000105679Revision: 01

Version: AUsage: PRODUCTION USAGE Classification: PUBLICPrint Date: 06-Feb-2018 14:59:35 GMT Standard Time
Valid From: 18-Dec-2017 To: 31-Dec-9999 Doc Part: RU



4

точные обломки и убедиться, что 
интересующие популяции вас популяции 
включены. Соберите и проанализируйте 
данные пациентов, собранные в виде спи-
ска, с помощью соответствующего про-
граммного обеспечения. На рисунке 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на цельной крови и гейтиро-
ванные по лимфоцитам и гранулоцитам. 
Возбуждение лазером проводилось при 
длинах волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ beads и программное обе-
спечение BD FACSComp™ software, 
чтобы настроить напряжение в трубке 
фотоэлектронного умножителя (ФЭУ), 
компенсацию флуоресценции, а также 
проверить чувствительность прибора 
перед его использованием. См. руковод-
ство по эксплуатации частиц BD Calibrite 
Beads и Руководство пользователя про-
граммного обеспечения BD FACSComp 
Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески 
доступный контрольный образец цельной 
крови для оптимизации настроек прибора 
и для контроля качества системы10.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антиген CD5 присутствует приблизи-
тельно на 70 % нормальных лимфоцитов 
периферической крови и практически на 
всех T-лимфоцитах в тимусе и перифери-
ческой крови4,11,12. Антитело CD5 реаги-
рует с большинством клеток в T-лимфо-
цитных областях селезенки и лимфатиче-
ских узлов, а также со многими T-клеточ-
ными лейкозами и лимфомами1,2,13. Оно 
также реагирует с определенным подмно-
жеством нормальных B-лимфоцитов14, 
отдельными клетками в B-лимфоцитных 
областях селезенки и лимфатических 
узлов13 и большинством клеток Ig+ B-кле-
точного хронического лимфоцитарного 
лейкоза (B-CLL)2,3. Некоторые лимфомы 
также экспрессируют антиген CD51.

Реагент CD5 распознает антиген T-лимфо-
цитов человека с молекулярным весом 
67 килодальтон (кДа)15.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение популяции CD5+ от популяции 
CD5–. Чувствительность измерена на диа-
пазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделения CD5+ от CD5– 
определяли для каждого образца и усред-
няли по каждой из концентраций. Концен-
трация разлива антител для каждого 
реагента обеспечивала оптимальную чув-
ствительность в разрешении клеток CD5+ 
от соответствующих отрицательных. См. 
табл. 1.

Воспроизводимость
CD5 был представлен на рассмотрение на 
Втором международном семинаре-конфе-
ренции по дифференцированным антиге-
нам лейкоцитов человека (Second 
International Workshop and Conference on 

APC

PE-Cy7

PerCP-Cy5.5

PE

FITC
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Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон L17F12 как часть скрытой панели 
антител и сообщили согласующиеся 
результаты16.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандарт-
ные отклонения (SD) определяли по паре 
результатов для каждого образца. Индиви-
дуальные SD группировали для выведения 
объединенного SD для каждого реагента, 
что обеспечивало оценку внутриобразцо-
вой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). В 
случае частичного перекрытия популяций, 
на расчет процента клеток, положитель-

ных по какому-либо маркеру, может 
повлиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания BD 
Biosciences пока не охарактеризовала вли-
яние терапевтических антител на эффек-
тивность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реактивов6.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в совокупности с другими 
маркерами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, с добавлением ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых принятых ком-
панией BD общих условиях продажи для клиен-
тов за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-

Таблица 2. Повторяемость MFI CD5+ лимфоци-
тов в цельной крови по разным партиям и мно-

гим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Сред-
нее MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 24 157,5 10,96 6,96

PE 31 844,1 86,85 10,29

PerCP-Cy5.5 3 1711,2 48,42 2,83

PE-Cy7 3 1020,8 222,68 21,81

APC 7 1328,9 53,25 4,01
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НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизируйте 
настройки, если 
необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком высока на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD8 (SK1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD8

Форма № по каталогу

FITC 345772

PE 345773

PerCP 345774

PerCP-Cy5.5 341050

PE-Cy7 335822

APC 345775

APC-Cy7 348813

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD8 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD8, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD8 в исследовании 
гематологической неоплазии1 

2. СОСТАВ

CD8, клон SK1, получен путем гибридиза-
ции клеток мышиной миеломы NS-1 с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных T-лимфоцитами пери-
ферической крови человека. CD8 состоит 
из мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких 
каппа-цепей. 

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
табл. 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

FITC 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

PE 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

PerCP 12 мкг в 2,0 мл PBS 6

PerCP-Cy™5.5b 5 мкг в 1,0 мл PBS 5

PE-Cy™7b 25 мкг в 0,5 мл PBS 50
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, 
APC-Cy7: ≤20 % свободного флуоро-
фора во флаконах, измеренного методом 
SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки Falcon®* или аналогич-
ные 

• Микропипетка с наконечниками 

• Мешалка «вортекс» 

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов. 

• Центрифуга 

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида в 
PBS с 0,1 % азида натрия. Храните не 
более 1 недели в темной стеклянной 
посуде при 2–8 °C. 

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа1, 2. 

APC 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

APC-Cy7 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для диа-
гностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток1. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции3, 4 и при утилиза-
ции соблюдайте меры предосторожности в 
соответствии с законами, принятыми на 
федеральном, региональном и местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD8. Относительно объ-
ема см. соответствующую маркировку 
пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °C). 

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution. 

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре. 

5. Центрифугируйте при 300  g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость. 

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость. 

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы 
в пределах 24 часов после окрашива-
ния.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — конъю-
гаты PE-Cy7 обнаруживают изменения в 
своих эмиссионных спектрах при длитель-
ном воздействии параформальдегида или 
света. Рекомендуется проводить анализ 
стабилизированных образцов как можно 
быстрее. Для хранения окрашенных кле-
ток в течение ночи промойте и ресуспен-
дируйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часового окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.
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Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр5. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на цельной крови и гейтиро-
ванные по лимфоцитам. Лазерное возбуж-
дение проводилось при длинах волн 
488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуется использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение фотоэлектронного умножи-
теля (ФЭУ), компенсацию флуоресцен-
ции, а также проверить чувствительность 

прибора перед его использованием. См. 
руководство по эксплуатации гранул 
BD Calibrite Beads и руководство пользо-
вателя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы6. 

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антиген CD8 экспрессируется на 
α субъединице дисульфидсвязанного 
бимолекулярного комплекса молекуляр-
ной массой 32 килодальтон (кДа)7, 8. Боль-
шинство CD8+ Т-лимфоцитов перифери-
ческой крови экспрессируют α/β гетероди-
мер (32, 30 кДа), в то время как 
CD8+CD16+ естественные лимфоциты-
киллеры (NK) и CD8+ T-клеточный рецеп-
тор (TCR)-γ/δ+ Т-лимфоциты экспресси-
руют α/α гомодимер (30 кДа). 
CD8+TCR-α/β+ Т-лимфоциты могут экс-
прессировать как α/α гомодимер, так и α/β 
гетеродимер7, 8. 

Антиген CD8 присутствует на субпопуля-
ции человеческих Т-лимфоцитов, являю-
щихся супрессорами/киллерами9–14, а 
также на субпопуляции естественных 
лимфоцитов-киллеров (NK)15. Антиген 
CD8 экспрессируется на 19–48 % нор-
мальных лимфоцитов периферической 
крови16 и 60–85 % нормальных тимоци-
тов9, 13.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD8+ и CD8–. 
Чувствительность измерена на диапазоне 
концентраций антител. Каждая концентра-

APC-Cy7

APC

PE-Cy7

PerCP-Cy5.5

PerCP

PE

FITC
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ция реагента тестировалась на цельной 
крови. Разделение CD8+ и CD8– опреде-
ляли для каждого образца и усредняли по 
каждой из концентраций. Концентрация 
антител во флаконах для каждого реагента 
обеспечивала оптимальную чувствитель-
ность при разделении клеток CD8+ и соот-
ветствующих отрицательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD8 был представлен на рассмотрение на 
Первой международной научно-практиче-
ской конференции по дифференцировоч-
ным антигенам лейкоцитов человека (First 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон SK1 как часть скрытой панели анти-
тел и сообщили согласующиеся друг с 
другом результаты17. 

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в табл. 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реагентов.2

Таблица 2. Повторяемость MFI CD8+ лимфоци-
тов по разным партиям и многим донорам (N)

Na
Сред-
няя MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb

FITC 14 549,5 75,32 13,71

PE 27 3766,8 397,53 10,55

PerCP 28 547,1 64,09 11,7

PerCP-Cy5.5 3 1034,61 157,18 15,19

PE-Cy7 3 1936,7 154,92 8,0

APC 3 1329,5 257,54 19,37

APC-Cy7 3 858,8 7,42 0,86

a. N = количество образцов
b. CV = коэффициент вариации

Таблица 2. Повторяемость MFI CD8+ лимфоци-
тов по разным партиям и многим донорам (N)

Na
Сред-
няя MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb
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Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD14 (MϕP9)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD14.

Форма Номер по каталогу

FITC 345784

PE 345785

PerCP 345786

APC 345787

APC-Cy7 333951

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD14 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD14, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD14 в исследова-
нии гематологической неоплазии1–7.

2. СОСТАВ

CD14, клон MϕP9,8,9 получается из скре-
щенных миеломных клеток мышей Sp2/0 с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных с помощью моноци-
тов человеческой периферической крови, 
полученной у пациента, страдающего рев-
матоидным артритом. CD14 состоит из 
мышиных тяжелых цепей Mouse IgG2b и 
легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое количе-

ство
Конц.a 

(мкг/мл)

FITC 50 мкг в 2,0 мл PBS 25

PE 100 мкг в 2,0 мл PBS 50

PerCP 25 мкг в 1,0 мл PBS 25

APC 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

APC-Cy™7b 25 мкг в 0,5 мл PBS 50
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, APC, APC-Cy7: ≤20 % сво-
бодного флуорофора во флаконах, изме-
ренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм Falcon®* или аналогичные

• Микропипетка с наконечниками 

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,10.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток4. 

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в компанию BD Biosciences по 
адресу 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплачен-
ные за него деньги будут возвращены. 

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опас-
ными. Обращайтесь с ними как с потенци-
альными источниками инфекции11,12 и 
при утилизации соблюдайте меры безо-
пасности, соответствующие законам, при-
нятым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD14. Относительно объ-
ема см. соответствующую маркировку 
пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-

гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Эмиссионные спектры 
некоторых конъюгатов APC-Cy7 меня-
ются при длительном воздействии 
параформальдегида. Для хранения 
окрашенных клеток в течение ночи 
промойте и ресуспендируйте их в 
буфере без параформальдегида после 
1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.13 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на цельной 
крови и гейтированные по моноцитам. 
Лазерное возбуждение проводилось при 
длинах волн 488 нм и 635 нм.
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide. 
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек прибора и кон-
троля качества системы14.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антиген CD14 присутствует в большин-
стве моноцитов нормальной перифериче-
ской крови.15 CD14 обладает низкой спо-
собностью к реакции с гранулоцитами 
периферической крови.16

Реагент CD14 распознает человеческий 
антиген моноцитов/макрофагов с молеку-
лярным весом 55 килодальтон (кДа)17.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD14+ и 
CD14–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD14+ и 
CD14– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD14+ и соответствующих отрица-
тельных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD14 был представлен на рассмотрение 
на Первой международной научно-практи-
ческой конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(First International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон MϕP9 в 
составе слепой панели антител и сооб-
щили согласующиеся друг с другом 
результаты.18

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение медианной интенсивно-
сти флуоресценции (MFI) разных образ-
цов, как показано в таблице 2. Для каж-
дого образца две разные партии реагентов 
дали пару результатов. Индивидуальные 
стандартные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 

APC-Cy7

APC

PerCP

PE

FITC
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каждого реагента, что обеспечивало 
оценку внутриобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-

зованием релевантных сочетаний реаген-
тов10.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.

Таблица 2. Повторяемость MFI моноцитов в 
цельной крови по разным партиям и многим 

донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 15 713,2 66,64 9,34

PE 29 2620,6 349,95 13,35

PerCP 6 416,8 99,90 23,97

APC 3 2412,2 802,53 33,27

APC-Cy7 3 1862,2 64,73 3,48
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD138 (MI15)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD138.

Форма Номер по каталогу

FITC 347214

PE 347215

PerCP-Cy5.5 341107

APC 347216

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD138 предназначен для диа-
гностической идентификации in vitro кле-
ток, экспрессирующих антиген CD138, на 
проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD138 в исследова-
нии гематологической неоплазии1-3

2. СОСТАВ

CD138, клон MI15,1 получен путем слия-
ния клеток мышиной миеломы Sp2/0 с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных клетками человече-
ской линии U266. CD138 состоит из 
мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких 
каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 13 мкг в 1,0 мл PBS 13

PE 6 мкг в 1,0 мл PBS 6

PerCP-Cy™5.5b 6 мкг в 1,0 мл PBS 6

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP-Cy5.5, APC: ≤20 % свобод-
ного флуорофора во флаконах, измерен-
ного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для диа-
гностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences по адресу 
2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за 
него деньги будут возвращены.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опас-
ными. Обращайтесь с ними как с потенци-
альными источниками инфекции6,7 и при 
утилизации соблюдайте меры безопасно-
сти, соответствующие законам, принятым 
на федеральном, региональном или мест-
ном уровне. Никогда не набирайте жид-
кость в пипетку ртом. Следует использо-
вать соответствующую защитную одежду, 
средства защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в пробирке 
12x75 мм добавьте соответствующий 
объем конъюгированных с флуорохро-
мом моноклональных антител CD138. 
Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.8 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на перифериче-
ской крови с добавлением клеток RPMI 
8226 в концентрации 1 миллион клеток на 
мл крови и гейтированные по лимфоцитам 
(1) и клеткам RPMI 8226 (2). Лазерное воз-
буждение проводилось при длинах волн 
488 нм и 635 нм.
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 Рисунок 1 Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD138 распознает синдекан-1,1,3,10 пред-
ставителя семейства синдеканов, транс-
мембранных гепаринсульфатпротеоглика-
нов,10 основными функциями которых 
является регуляция лиганд-зависимой 
активации первичных сигнальных рецеп-
торов на поверхности клетки.11 Синде-
кан-1 характеризуется молекулярным 
полиморфизмом; его белок сердцевины 
представляет собой одноцепочечную 
молекулу размером 70–75 килодальтон 
(кДа), а молекулярная масса изомеров син-
декана-1 варьируется приблизительно до 
400 кДа.12

CD138 специфично идентифицирует чело-
веческие плазматические клетки1, 3. Он 
активно реагирует с клетками всех линий 
множественной миеломы1–3 и со злокаче-
ственными плазматическими клетками1–3. 
Антиген CD138 присутствует на клетках 
Рида-Штернберга лимфомы Ходжкина 
классического типа (HD), как мембран-
ных, так и плазматических,3 а также на 
опухолевых клетках первичной выпотной 
лимфомы (PEL)12, 13. Антиген CD138 
появляется в ходе активации и дифферен-
циации B-клеток14 и специфичен для 
окончательно дифференцированных B-кле-
ток1, 3. B-CLL клетки положительны на 
синдекан-114. Антиген CD138 последова-
тельно не экспрессируется на предполо-
жительно опухолевых клетках при ноду-
лярном подтипе лимфоидного преоблада-
ния (NLP) HD3 и не обнаруживается в 
B-клеточных злокачественных новообра-
зованиях субпопуляций неходжкинской 
лимфомы (NHL), хронической лимфоци-
тарной лейкемии (CLL) и волосатоклеточ-
ного лейкоза3. Лимфома из клеток мантии 
отрицательна на синдекан-114; реакция с 
периферической кровью, клетками кост-
ного мозга или миндалин отсутствует1.
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Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения CD138+ клеток RPMI 
8226 и CD138– лимфоцитов. Чувствитель-
ность измерена на диапазоне концентра-
ций антител. Каждая концентрация реа-
гента тестировалась на смеси цельной 
крови и клеток RPMI 8226. Разделение 
CD138+ и CD138– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток CD138+ и соответствую-
щих отрицательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD138 был представлен на Пятой между-
народной научно-практической конферен-
ции по дифференцировочным антигенам 
лейкоцитов человека (Fifth International 
Workshop and Conference on Human 
Leucocyte Differentiation Antigens). Уча-
ствовавшие лаборатории оценили клон 
MI15 как часть слепой панели антител и 
сообщили согласующиеся друг с другом 
результаты.15

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандарт-
ные отклонения (SD) определяли по пар-
ным результатам для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 

реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний реаген-
тов5.

Таблица 2. Повторяемость MFI CD138+ 
RPMI 8226-клеток по разным партиям и многим 

донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 6 1431,9 175,66 12,27

PE 6 6129,0 293,32 4,79

PerCP-Cy5.5 6 2206,9 115,33 5,23

APC 6 2176,7 333,56 15,32
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Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ
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4. Rothe G, Schmitz G. Consensus protocol for the 
flow cytometric immunophenotyping of 
hematopoietic malignancies. Leukemia. 
1996;10:877-895.

Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD71 (L01.1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD71.

Форма Номер по каталогу

FITC 333151

APC 337447

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD71 (анти-трансферриновый 
рецептор) предназначен для диагностиче-
ской идентификации in vitro клеток, экс-
прессирующих антиген CD71, на проточ-
ном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD71 в исследова-
нии гематологической неоплазии1–5

2. СОСТАВ

CD71, клон L01.1, получен путем гибри-
дизации клеток мышиной миеломы 
P3-X63-Ag8.653 с клетками селезенки 
мышей BALB/c, иммунизированных 
бластными клетками стимулированной 
митогеном фитолакки периферической 
крови6. CD71 состоит из мышиных тяже-
лых цепей IgG2a и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
Табл. 1.

Табл. 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 200 мкг в 2,0 мл PBS 100

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• APC: ≤20 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм Falcon®* или аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (№ по ката-
логу 349524) или промывочный буфер 
PBS, содержащий 0,1 % азида натрия

• Раствор BD CellFIX™ (№ по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа7, 8.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток7. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции9, 10 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном * Falcon является зарегистрированным товарным 

знаком компании Corning Incorporated.

Status: Released EFFECTIVEDocument: 23-13766-03 Doc Type: ZMG
Change #: 500000105679Revision: 01

Version: AUsage: PRODUCTION USAGE Classification: PUBLICPrint Date: 06-Feb-2018 16:01:40 GMT Standard Time
Valid From: 18-Dec-2017 To: 31-Dec-9999 Doc Part: RU



3

уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD71. Относительно объ-
ема см. соответствующую маркировку 
пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы 
в пределах 24 часов после окрашива-
ния.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр11. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На Рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на клетках Раджи CD71+ и 
гейтированные по лимфоцитам, моноци-
там и клеткам Раджи. Лазерное возбужде-
ние проводилось при длинах волн 488 нм 
и 635 нм.

Рис. 1 Репрезентативные данные, получен-
ные на проточном цитометре BD FACS
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Внутренний контроль качества
Рекомендуется использовать гранулы 
BD Calibrite™ Beads и программное обе-
спечение BD FACSComp™, чтобы настро-
ить напряжение фотоэлектронного умно-
жителя (ФЭУ), компенсацию флуоресцен-
ции, а также проверить чувствительность 
прибора перед его использованием. См. 
руководство по эксплуатации гранул 
BD Calibrite Beads и руководство пользо-
вателя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы12.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD71 специфичен для трансферринового 
рецептора человека молекулярной массой 
190 килодальтон (кДа), 90 кДа в восста-
новленном виде13.

Экспрессия антигена CD71 низкая на нор-
мальных покоящихся лимфоцитах14; он 
экспрессируется на всех активированных 
клетках15. Трансферриновый рецептор 
необходим для транспорта ионов в проли-
ферирующие клетки6, например митоген-
активированные16 и аллоантиген-активи-
рованные17 лимфобласты. Трансферрино-
вый рецептор также присутствует на ран-
них эритроидных клетках, но утрачива-
ется при дифференцировке ретикулоци-
тов в зрелые эритроциты18.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разде-
ление популяции CD71+ и популяции 
CD71–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 

концентрация FITC реагента тестирова-
лась на опухолевых клетках, а каждая кон-
центрация APC реагента — на клетках 
цельной крови и клетках Раджи. Разделе-
ние CD71+ и CD71– определяли для каж-
дого образца и усредняли по каждой из 
концентраций. Концентрация антител во 
флаконах для каждого реагента обеспечи-
вала оптимальную чувствительность при 
разделении клеток CD71+ и соответствую-
щих отрицательных. См. Табл. 1.

Воспроизводимость
CD71 был представлен на рассмотрение 
на Второй международной научно-практи-
ческой конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(Second International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон L01.1 как 
часть скрытой панели антител и сообщили 
согласующиеся друг с другом результа-
ты14.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в Табл. 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
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каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реагентов8.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Табл. 2 Повторяемость MFI опухолевых клеток 
и клеток Раджи CD71+ по разным партиям и 

многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITCc

c. Опухолевая клеточная линия CEM, гейтированная по 
живым клеткам

4 832,36 58,19 6,99

APCd

d. Клетки цельной крови и клетки Раджи, гейтированные по 
клеткам Раджи

3 794,84 30,93 3,89

Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.
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Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличен-
ным количеством 
антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 
24 часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанали-
зируйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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