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ПРИМЕНЕНИЕ МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ И ДЕГРАНУЛЯЦИИ БАЗОФИЛОВ 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ПЫЛЬЦЕВОЙ АЛЛЕРГИИ

Аннотация. В настоящее время известно несколько маркеров активации и дегрануляции базофилов, применя- 
емых в тесте активации базофилов, однако активно используются лишь CD63 и CD203c. С учетом возможности 
использования и клинической значимости в работе изучены маркеры активации и дегрануляции CD11b, CD13, CD63, 
CD69, CD107a, CD164, CD203c и CD300a. Показано, что маркер дегрануляции CD107a и маркер активации CD11b 
обладают высокой чувствительностью и специфичностью и могут применяться для диагностики гиперчувствитель-
ности к пыльцевым аллергенам. 

Ключевые слова: аллергия, базофилы, маркеры, активация, проточная цитометрия
Для цитирования: Романова, И. В. Применение маркеров активации и дегрануляции базофилов для диагности-

ки пыльцевой аллергии / И. В. Романова, А. Е. Гончаров, Н. И. Дударева // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. мед. 
навук. – 2018. – Т. 15, № 4. – С. 405–413. https://doi.org/10.29235/1814-6023-2018-15-4-405-413

I. U. Ramanava1,2, А. Y. Hancharou1,2, N. I. Dudarava3

1Republican Research and Practical Center for Epidemiology and Microbiology, Minsk, Republic of Belarus 
2Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

310th City Clinical Hospital, Minsk, Republic of Belarus

APPLICATION OF BASOPHIL ACTIVATION AND DEGRANULATION MARKERS 
FOR DIAGNOSIS OF POLLEN ALLERGY

Abstract. There are several basophil activation and degranulation markers for basophil activation test discovered in recent 
years. However, only CD63 and CD203c are actively used. The activation and degranulation markers (CD11b, CD13, CD63, 
CD69, CD107a, CD164, CD203c and CD300a) were characterized from the point of view of the possibility to use for BAT 
and their clinical efficiency. It has been shown that the degranulation marker CD107a and the activation marker CD11b 
have high sensitivity and specificity and can be used to diagnose hypersensitivity to pollen allergens. 
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Введение. Тест активации базофилов (BAT, basophil activation test) – высокоэффективный ме-
тод диагностики гиперчувствительности немедленного типа, в частности, к пыльцевым, пище-
вым аллергенам, а также к лекарственной аллергии [1]. Метод заключается в регистрации марке-
ров активации и дегрануляции базофилов крови пациента после их специфической стимуляции 
аллергеном. Для проведения исследования используют самые разные молекулы, отражающие 
изменение функционального состояния базофилов в процессе активации. Наиболее часто исполь-
зуемыми маркерами являются CD63 и CD203c, реже – CD107a, CD13, CD164 и др. До настоящего 
времени сравнительная оценка клинической эффективности использования того или иного мар-
кера базофилов или их сочетания для диагностики аллергии не проводилась.
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Цель исследования – изучить чувствительность и специфичность маркеров активации и де-
грануляции базофилов для диагностики IgE-опосредованной гиперчувствительности к пыльце 
тимофеевки. 

Объекты и методы исследования. В группу исследования были включены 16 образцов пе-
риферической крови пациентов, находящихся на лечении в УЗ «10-я городская клиническая 
больница», сенсибилизированных к пыльце тимофеевки, с клиническими диагнозами: аллерги-
ческий ринит, аллергический риноконъюнктивит, бронхиальная астма. Средний возраст соста-
вил 28 (21–48) лет. Верификацию диагноза проводили на основании жалоб, анамнеза, результатов 
клинического осмотра и кожных проб. Контрольную группу составили 10 образцов перифериче-
ской крови добровольцев, из них у 6 пациентов в анамнезе аллергические реакции отсутствова-
ли, у 4 – не отмечались аллергические реакции на другие пыльцевые аэроаллергены, за исклю-
чением тимофеевки («атопический» контроль). Забор крови производили из кубитальной вены 
в пробирку с гепарином в качестве антикоагулянта. 

Тест активации базофилов. Постановку теста активации базофилов осуществляли не позднее 
чем через 2 ч после забора крови. Кровь в количестве 100 мкл инкубировали с экстрактом пыль-
цы тимофеевки (SEVAPHARMA, Чехия) в разведении 1:100 и anti-IgE (1 мкг/мл, клон 4H10) в ка-
честве положительного контроля в течение 20 мин при 37 °С. Процесс активации в пробах оста-
навливали путем воздействия температуры –20 °С в течение 1 мин. Затем добавляли монокло-
нальные антитела производства ExBio, Чехия: CD11b – APC (клон MEM-174), CD13 – PerCP-Cy5.5 
(клон WM15), CD69 – PE (клон FN50), CD203c – APC (клон NP4D6), CD300a – PE (клон MEM-260), 
CD123 – APC (клон 6H6); производства Beckman Coulter, США: CD63 – FITC (клон CLBGran/12), 
CD123 – PE (клон SSDCLY107D2), HLA-DR – FITC (клон IM1638U), HLA-DR – PE-Cy 7 (клон 
Immu-357); производства Miltenyi Biotec, Германия: CD107a – PE-Cy 7 (клон H4A3,), CD164 – 
PE (клон N6B6). Полученную смесь тщательно смешивали на шейкере и инкубировали на про-
тяжении 15 мин при температуре от +2 до +8 °С в темноте. После чего лизировали эритроциты 
раствором хлорида аммония 10 мин при температуре от +18 до +25 °С в темноте. Пробирки центри-
фугировали при 200–300 g 5 мин для осаждения клеток и проводили учет на проточном цито- 
метре BD FACSCalibur. При этом в каждой пробе учитывали не менее 500 базофилов. Данные 
анализировали при помощи программного обеспечения Weasel версии 3.0.2 [2].

Оценка результатов ВАТ и статистический анализ. Оценивали индекс активации базофи-
лов по каждому маркеру путем расчета соотношения процента и/или интенсивности экспрессии 
маркера базофилов в пробах с аллергеном к проценту и/или интенсивности данного маркера 
в отрицательном контроле. Для маркеров дегрануляции базофилов CD63 и CD107а оценивали 
также разницу между активированными и неактивированными базофилами, которая должна 
была составлять не менее 5 %. 

Статистическую обработку полученных данных выполняли при помощи программ Statistica 
версии 12 (StatSoft, США), StatPlus версии 4.9 (AnalystSoft, Канада), MedCalc версии 17 (MedCalc 
Software, Бельгия). Значения показателей представлены в виде Me (25–75), где Me – медиана, 
а 25 и 75 – интерквартильный размах в виде 25-й и 75-й процентилей. Учитывая отсутствие 
в большинстве исследованных выборок нормального распределения, для сравнения групп данных 
и изучения корреляционных взаимосвязей использовали непараметрические методы. Диагности- 
ческую ценность показателей определяли с помощью метода ROC-анализа с расчетом площади 
под рабочей характеристической кривой (AUROC) [3, 4]. В качестве критерия достоверности раз-
личий показателей принимали уровень значимости p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Всего было исследовано 26 образцов периферической крови. 
Из них 16 образцов от пациентов, сенсибилизированных к пыльце тимофеевки. Образцы крови 
с гепарином в качестве антикоагулянта доставляли для исследования в РНПЦ эпидемиологии 
и микробиологии в течение не более чем 2 ч после забора крови. При этом температура хранения 
и транспортировки составляла 18–26 ° С [5]. 

Контрольную группу составили образцы периферической крови здоровых доноров (n = 6), 
у которых отсутствовали клинические проявления аллергии на аэроаллергены, что подтвержда-
лось отрицательными кожными пробами. В качестве атопического контроля в целях определе-
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ния специфичности активации базофилов на пыльцевой аллерген в исследование были вклю- 
чены 4 образца периферической крови пациентов, страдающих аллергическим риноконъюнкти-
витом на пыльцу деревьев. Отсутствие сенсибилизации к пыльце тимофеевки подтверждали 
отрицательными кожными пробами и определением специфического IgE (ИФА).

Три образца (11,5 %) периферической крови (два из группы пациентов, один из контрольной 
группы) были исключены из исследования в связи с отсутствием активации под действием по-
ложительного контроля anti-IgE (так называемые «неотвечающие» базофилы). По данным раз-
личных исследований, доля таких «неотвечающих» базофилов составляет до 6–17 %, при этом 
пациенты имеют положительные кожные пробы на клинически значимые аллергены [6]. При- 
чиной феномена «неотвечающих базофилов» считают дефицит экспрессии протеина Syk базо-
филами [7]. У таких пациентов высокий риск получения ложноотрицательных результатов ВАТ, 
что обусловливает необходимость их исключения из исследования.

В качестве аллергена для проведения ВАТ выступал диагностический аллерген экстракта 
тимофеевки в разведении 1:100. Разведение аллергена было выбрано экспериментально таким 
образом, чтобы вызывать активацию не менее 50 % базофилов. 

Анализ исследуемых образцов на проточном цитометре включал гейтирование базофилов 
среди мононуклеаров способом CD123+HLA-DR– на цитограмме. Данный способ гейтирования 
является оптимальным для идентификации базофилов, содержит минимальное количество кон-
таминирующих клеток, характеризуется стабильностью экспрессии CD123 при специфической 
активации базофилов [8]. 

Для интерпретации результатов рассчитывали степень изменения экспрессии молекул, так 
называемый индекс активации (ИА), т. е. соотношение величины экспрессии молекулы в положи-
тельном контроле к ее значению в отрицательном контроле. В случае, если процент экспрессии 
молекулы на нестимулированных базофилах был изначально высоким, ИА оценивали только 
по изменению интенсивности флуоресценции. 

Так, для оценки маркера дегрануляции CD63 ИА рассчитывали по соотношению процентно-
го содержания CD63+ клеток в исследуемой пробе к CD63+ клеткам в отрицательном контроле 
(ИА63 %). Для оценки маркера активации CD203с ИА рассчитывали по соотношению интенсив-
ности флуоресценции CD203с клеток в исследуемой пробе к интенсивности флуоресценции 
CD203с клеток в отрицательном контроле (ИА203сMFI). Значения индексов активации всех марке-
ров активации и дегрануляции базофилов для группы пациентов представлены в таблице. 

Значения индекса активации маркеров активации и дегрануляции базофилов в группе пациентов

Activation index of activation and degranulation basophil markers for patient group

№ ИА
CD63 CD203c CD300a CD11b CD69 CD107a CD13 CD164

% MFI MFI MFI MFI % MFI % MFI % MFI % MFI
1Г 2,5 6,5 2,2 1,0 1,4 1,6 1,1 1,1 2,1 1,9 2,5 0,1 1,2
2П 5,7 33,0 2,3 1,7 3,0 0,6 1,0 9,0 20,8 6,1 6,0 6,4 2,5
3Ф 4,8 2,4 2,4 1,2 1,5 1,0 0,8 0,9 2,0 1,0 0,9 0,6 0,7
4Р 12,0 9,3 3,1 1,5 1,9 2,5 0,4 15,6 51,2 0,9 1,5 1,0 3,4
5С 68,9 29,8 4,6 1,9 2,4 10,2 2,4 26,0 135,0 1,3 2,3 1,3 6,4
6М 3,2 2,1 1,8 1,1 1,0 1,2 6,9 2,7 3,5 1,4 1,7 1,5 2,3
7М 12,1 12,3 3,8 1,5 3,0 0,4 0,1 13,5 9,4 7,6 6,0 4,1 21,5
8Х 8,9 24,8 2,5 1,6 1,9 4,4 1,9 12,4 30,8 1,4 1,8 1,3 3,0
9К 8,4 42,8 3,1 1,6 2,9 7,0 1,5 20,2 72,2 4,3 6,6 3,6 14,2
10Т 13,9 26,2 3,3 1,5 1,7 0,8 1,3 18,0 0,0 2,8 3,4 2,6 6,9
11Е 16,0 75,3 5,1 1,8 3,1 1,7 1,1 73,9 62,8 2,7 6,7 2,2 10,0
12О 2,9 2,7 1,4 1,2 1,5 1,1 1,0 2,4 1,7 1,3 1,1 2,0 1,8
13К 12,2 27,2 2,3 1,4 1,7 15,8 1,8 17,5 44,3 1,3 2,3 1,1 5,0
14М 24,7 104,4 6,2 1,9 2,8 1,8 1,0 46,5 61,5 3,4 4,1 2,3 6,4

Me (25–75)
10,4 
(4,8–
13,9)

25,5 
(6,5–
33,0)

2,8 
(2,3–
13,8)

1,5 
(1,2–
1,7)

1,9 
(1,5–
2,9)

1,65 
(1,0–
4,4)

1,1 
(1,0–
1,8)

14,55 
(2,7–
20,2)

25,8 
(2,1–
61,5)

1,65 
(1,3–
3,4)

2,4 
(1,7–
6,0)

1,75 
(1,1–
2,6)

4,2 
(2,3–
6,9)
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Методом ROC-анализа установлена чувствительность и специфичность диагностики пыль-
цевой аллергии по исследуемым маркерам, а также определена точка диагностически значимого 
уровня (cut-off point) – величина, используемая для разделения значений на две части (т. е. па- 
циенты с аллергией и без нее). При исследовании ИА по двум значениям (% экспрессии и интен-
сивность экспрессии) для проведения ROC-анализа учитывали оба значения. Уровень cut-off 
point определяли по максимальному показателю чувствительности маркера (но не менее 1,3). 
Графически результаты представлены на рисунке.

Маркеры дегрануляции. Молекула CD63 в настоящее время считается «классической» для про-
ведения ВАТ, эффективность которого показана для различных видов гиперчувствительности, 
в том числе для пыльцевых аллергенов [9], аллергии на яды насекомых [10], лекарственной ги-
перчувствительности [11], пищевой аллергии [12]. В исследовании показано, что для молекулы 
CD63 наблюдались самые высокие показатели чувствительности и специфичности – 96,4 и 100 % 
соответственно (уровень cut-off – 2,2). 

Молекула CD107a наравне с CD63 относится к семейству LAMP (лизосомально-ассоцииро-
ванных мембранных липопротеинов) и характеризуется сходным характером экспрессии на на-
тивных и активированных базофилах. Кинетика экспрессии молекулы CD107a при IgE-опосре- 
дованной активации базофилов подробно показана в исследовании F. Hennersdorf с соавт. [13] 
в 2005 г. Однако в настоящее время при выполнении ВАТ для диагностики гиперчувствитель-
ности случаи использования CD107a единичны и не дают представления о клинической эффек-

ROC-кривые чувствительности 
и специфичности маркеров акти-
вации и дегрануляции базофилов

ROC-curves of sensitivity and speci- 
ficity of basophil activation and de-

granulation markers



    Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2018. Т. 15, № 4. C. 405‒413 409

тивности этой молекулы [14]. В то же время проведенные нами исследования показывают, что 
активация базофилов сопровождается более выраженным увеличением экспрессии молекулы 
CD107a в сравнении с маркером CD63, что подтверждают средние значения индекса активации 
(14,55 (2,7–20,2) и 10,4 (4,8–13,9) соответственно). Учитывая, что для клинического заключения 
крайне важно точно дифференцировать базофилы в покое и при их активации, полученные ре-
зультаты убедительно показывают преимущество определения молекулы CD107a при выпол- 
нении ВАТ.

Маркеры активации. Основным по частоте использования для ВАТ маркером активации 
является молекула CD203c, привлекательность которой состоит в экспрессии только на базофи-
лах среди клеток периферической крови [15]. С учетом стремления минимизировать количество 
использованных молекул-маркеров активации для проведения ВАТ без потери клинической 
эффективности некоторые исследователи указывают на успешность учета ВАТ только по марке-
ру CD203c. Так, для диагностики аллергии на яд перепончатокрылых показана более высокая 
чувствительность молекулы CD203c в сравнении с CD63 [16]. Схожие выводы были сделаны 
и при диагностике гиперчувствительности на амоксициллин [17]. Группа исследователей под ру-
ководством R. Boumiza [18] также приводит данные о значительном превосходстве CD203c 
по сравнению с CD63 для диагностики гиперчувствительности. Однако, чтобы оценить клини-
ческую значимость исследуемого аллергена, а также доказать IgE-опосредованную активацию 
базофилов, что особенно важно для пациентов с лекарственной гиперчувствительностью, наря-
ду с маркерами активации необходимо использовать маркеры дегрануляции. По результатам 
проведенного исследования представлены высокая чувствительность (96,3 %) и специфичность 
(88,9 %) маркера CD203c (уровень cut-off – 1,3). 

Данные о клинической эффективности маркера CD164 ограничены двумя исследованиями 
[19, 20], при этом в одном из них отмечена зависимость экспрессии CD164 от концентрации аллер-
гена. В сравнении с CD203c для молекулы CD164 чувствительность и специфичность были не-
сколько ниже – 72,0 и 90,0 % соответственно (уровень cut-off – 1,4). 

Молекула CD13 в качестве маркера активации предложена также F. Hennersdorf c cоавт. [13]. 
Клиническая эффективность данного маркера показана в исследовании с использованием реком-
бинантных аллергенов, при этом отмечено, что экспрессия CD13 повышалась только при IgE-
опосредованной стимуляции и не отвечала на другие стимулы (IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF) [21]. 
Чувствительность и специфичность данного маркера составила 80,0 и 90,0 % соответственно 
(уровень cut-off – 1,3).

Известно, что увеличение экспрессии молекулы CD69 может наблюдаться на активированных 
клетках иммунной системы, включая Т-лимфоциты, нейтрофилы, моноциты, а также эозинофи-
лы. В качестве маркера активации для базофилов молекула CD69 также может использоваться [8]. 
В одном из исследований выявлена зависимость CD69 от присутствия ИЛ-3 [22]. Однако сведения 
об эффективности данного маркера для ВАТ отсутствуют. Нами установлено, что в ответ на пыль-
цевой аллерген чувствительность и специфичность данного маркера составили 50,0 и 85,0 % соот-
ветственно (уровень cut-off – 1,3), что указывает на невозможность его использования с диагнос-
тической целью. 

Молекулы адгезии группы CD11(abc) изучены в работе B. S. Bochner c соавт. [23], в которой 
проведена оценка их экспрессии на базофилах под действием различных активаторов, таких как 
anti-IgE, FMLP, кальциевый ионофор A23187, эйкозаноиды [24]. Кинетический анализ показал, 
что увеличение экспрессии CD11b предшествует выбросу гистамина и достигает максимума 
в течение 5 мин. В исследовании D. MacGlashan Jr. [25] показано, что CD11b и CD203c характери-
зуются одинаковой кинетикой экспрессии, учитывая их одинаковый ответ на одни и те же сти-
мулы и ингибиторы, а также скоростью реагирования. Однако при сравнении чувствительности 
и специфичности этих маркеров активации показатели для CD11b заметно превышают таковые 
для CD203c (92,3 и 100 %, уровень cut-off – 1,3), что делает CD11b более выгодным для использо-
вания по сравнению с маркером CD203c при проведении ВАТ. 

Активация базофилов под действием специфического стимула также приводит к усилению 
интенсивности экспрессии ингибиторной иммуноглобулино-подобной молекулы CD300a [26]. 
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В то же время показано, что CD300a ингибирует IgE/FcεR-зависимую дегрануляцию базофи- 
лов [27]. Исследования по оценке эффективности использования CD300a для проведения ВАТ 
до настоящего времени не проводились. Результаты данного исследования показывают высокую 
специфичность (100 %), при этом чувствительность составила лишь 72 % (уровень cut-off – 1,3). 
Однако рекомендации по использованию маркера активации CD300a для проведения ВАТ огра-
ничены, учитывая неоднозначную функцию данной молекулы. 

Комбинирование маркеров. ВАТ предназначен для диагностики гиперчувствительности не-
медленного типа и подразумевает специфическую, IgE-опосредованную, активацию базофилов 
тем или иным аллергеном. Одним из направлений использования ВАТ является диагностика ле-
карственной гиперчувствительности, когда может наблюдаться менее выраженная активация 
базофилов в сравнении, например, с пыльцевой аллергией. Поэтому для усиления диагности- 
ческой значимости ВАТ очень важно использовать разные маркеры активации и дегрануляции 
базофилов. 

Сочетание маркеров активации и дегрануляции позволяет добиться 100 %-ной чувствитель-
ности, что невозможно с использованием какого-либо одного маркера. При этом специфичность 
полученных результатов при комбинировании маркеров снизится и будет зависеть от количе-
ства используемых маркеров. Таким образом, необходимо включать только те маркеры для ВАТ, 
сочетание которых позволит получить максимальную специфичность. В проведенном исследо-
вании сочетание CD63 и CD203c демонстрирует специфичность 77,8 %, такое же значение специ-
фичности и для комбинации CD107a и CD11b. В то же время совместное использование молекул 
CD107a и CD203c, а также сочетание маркеров дегрануляции CD107a и CD63 позволяет получить 
максимальную специфичность (88,9 %), что подтверждает высокую диагностическую значи-
мость молекулы CD107a в сравнении с CD63. 

Заключение. Эффективность диагностики гиперчувствительности с помощью теста актива-
ции базофилов во многом зависит от выбора маркера активации и/или дегрануляции или их со-
четания. Для оценки вклада каждого маркера в клиническую эффективность метода необходимо 
тщательно исследовать чувствительность и специфичность для диагностики конкретного вида 
аллергии. Учитывая, что наиболее мощная активация базофилов наблюдается при использова-
нии крупномолекулярных аллергенов, исследование клинической значимости маркеров актива-
ции и дегрануляции базофилов показана для пациентов, страдающих аллергией на пыльцу ти-
мофеевки. При этом проведена оценка специфичности реагирования каждого маркера базофилов 
у пациентов без сопутствующей аллергии и «атопическим» контролем. 

Показана высокая чувствительность и специфичность маркера дегрануляции CD107a, при этом 
наблюдается более выраженное и легко определяемое по сравнению с CD63 разделение между 
активированными и неактивированными базофилами, что служит преимуществом для клини-
ческого применения CD107a. Представлены данные, что CD11b может служить новым высоко-
эффективным маркером активации наряду с CD203c, а также в сочетании с маркером дегрануля-
ции CD107a. Молекулы CD69, CD164, CD13, CD300a характеризуются более низкой чувствитель-
ностью и специфичностью, вследствие чего уступают по клинической эффективности другим 
маркерам для постановки ВАТ, по крайней мере применительно к пыльцевым аллергенам.
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