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Обзоры

Проточная цитометрия как современная тех­
нология быстрого измерения характеристик кле­
ток, направленная в сторону их автоматизации, 
появилась в результате естественного развития 
традиционных гистохимических и цитохимиче­
ских методов анализа. Созданная для ускорения 
анализа в клинической цитологии и цитодиаг­
ностике, эта технология постепенно развилась 
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Резюме. Проточная цитометрия – это современная технология быстрого измерения характери­
стик клеток, их органелл и происходящих в них процессов. Она представляет собой эффективный 
подход к решению многих важных задач биологии клетки, иммунологии и клеточной инженерии. В дан­
ной статье отображены основные направления развития проточной цитометрии и применение ее  
в медико­биологической практике. Использование современных достижений в области флуоресцент­
ных красителей, развитие лазерных и компьютерных технологий, а также эффективное программ­
ное обеспечение привели к широкому использованию данной технологии в медицинской практике. 
Использование моноклональных антител, конъюгированых с различными флуорохромами, в свою 
очередь, привело к развитию многопараметрового анализа и значительно упростило работу специ­
алистов в диагностике различных нарушений иммунной системы.

Появление новых направлений в проточной цитометрии, таких как проточная цитоэнзимология, от­
крывает широкие перспективы для дальнейшей идентификации поврежденных или измененных кле­
ток, и позволяют принимать адекватные решения по лечению выявленных патологических изменений.

Авторы предполагают, что данная статья послужит началом серии публикаций по применению 
данной технологии и современных ее приложений в широкой лабораторной практике.

Ключевые слова: проточная цитометрия, сортировка, многопараметровый анализ, моноклональные антитела, 
флуорохромы.

Khaidukov  S.V., Zurochka A.V.
Flow cytometry as a modern analytical tool in biology and medicine
abstract. Flow cytometry is considered as a modern technology for fast measurements of cellular 

characteristics, their organelles, and processes occurring within them. It is regarded as an efficient solution 
in many important areas of cell biology, immunology and cellular engineering. Present article bears on main 
developments in flow cytometry and their applications in medical and biological practice. Usage of modern 
achievements in fluorescent dyes, progress in laser and computer technologies, as well as potent software, 
resulted in wide application of this technique in medical practice. Accordingly, usage of monoclonal antibodies 
conjugated to different fluorochromesm has led to elaboration of multiparametric analysis and did sufficiently 
simplify specialized works aimed for diagnostics of various immune disorders. The new directions in flow 
cytometry, e.g., flow cytoenzymology, provide wide opportunities for detailed identification of damaged 
or altered cells, and taking adequate decisions in treatment of  detected pathological changes. The authors 
suggest that this article could initiate a series of publications concerning usage of this technology and its modern 
applications in broad laboratory practice. (Med. Immunol., 2007, vol. 9, N 4-5, pp 373-378)
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в эффективный подход к решению многих важ­
ных задач биологии клетки, иммунологии, кле­
точной инженерии и т.д. [2].

Проточная цитометрия базируется на всем 
арсенале современных цитохимических флуорес­
центных методов анализа структурных компо­
нентов клеток их антигенов и внутриклеточных 
процессов. От классической цитохимии проточ­
ную цитометрию отличает высокая производи­
тельность. Так, исследуются выборки от несколь­
ких тысяч до нескольких миллионов клеток, что 
гарантирует статистическую достоверность ре­
зультатов [8]. В свою очередь, от классической 
биохимии и молекулярной биологии современ­
ную цитометрию отличает возможность анали­
зировать не усредненные молекулярные характе­
ристики по всей популяции, а индивидуальные 
параметры для каждой из клеток [14].

Можно отметить существование двух направ­
лений: проточная цитометрия и проточная цито­
метрия­сортировка. Первое представляет собой 
чисто аналитический подход, второе позволяет 
отобрать интересующие исследователя субпо­
пуляции клеток, основываясь на аналитических 
возможностях первого, и в дальнейшем прово­
дить работу с отобранными субпопуляциями. 
Хотя в последнее время позиции проточных ци­
тометров как сортировщиков несколько поколе­
бались за счет появления магнитной сепарации 
[5], но целый ряд научных исследований невоз­
можен без их использования. К таким исследо­
ваниям можно отнести сортировку индивиду­
альных хромосом [13], получение тетраном [16], 
получение трансфицированных клонов супер­
продуцентов с GFP [17] и др. 

Две существенные особенности проточной 
цитометрии делают этот метод особенно ценным 
для клинической практики:

 – во­первых, этот метод позволяет охарактери­
зовать гетерогенные клеточные популяции по фе­
нотипу, а при использовании ДНК­цитометрии 
[3] – и генотипу входящих в них клеток. Анализы 
такого рода служат для выявления отклонений, 
происходящих в процессе онкогенеза. Большин­
ство современных применений цитометрии связа­
но, в первую очередь, с анализами именно такого 
рода [1];

 – во­вторых, это способность обнаружить 
и охарактеризовать редкие события, т.е. встречаю­
щиеся с частотой 10­5­10­7, что возможно благодаря 
его огромной производительности [8, 16]. Так, со­
временные цитометры могут регистрировать не­
сколько параметров для каждой отдельной клетки 
со скоростью до 10 000 клеток в секунду [15].

Основной принцип проточной цитометрии 
очень прост. Через проточную ячейку движется 
постоянный ток изотонического раствора под 

определенным давлением, который называется 
«обжимающим». Внутри проточной ячейки на­
ходится зонд, из которого подается образец, со­
держащий клетки. Условия подобраны таким 
образом, что за счет разницы давления в зонде 
и «обжимающей» жидкости происходит гидроди­
намическое фокусирование струи в струе, и клет­
ки за счет этого выстраиваются друг за другом. 
В определенном месте клетки пересекают луч 
света, и здесь происходит считывание информа­
ции [15].

Какие же параметры клеток можно измерять, 
используя проточную цитометрию, и какую ин­
формацию несет это исследователю? Во­первых, 
это рассеянние света под малыми углами (1­10°). 
Этот параметр используется для определения 
размеров клеток. Во­вторых, рассеянние света 
под углом 90°. Использование этого параметра 
позволяет судить о соотношении размеров ядра 
и цитоплазмы, а также о неоднородности или 
гранулярности цитоплазмы. И наконец, третий 
параметр – это измерение интенсивности флу­
оресценции изучаемого объекта. Следует от­
метить, что именно способность анализировать 
интенсивность флуоресценции сделала метод 
проточной цитометрии высокоинформативным 
и широко применяемым.

Современные цитометры, как правило, обо­
рудованы несколькими фотоэлектронными ум­
ножителями (ФЭУ), что позволяет одновременно 
регистрировать несколько типов флуоресценции. 
Кроме этих основных параметров, существует 
возможность измерять поляризацию флуорес­
ценции и время пролета частицы через зону ана­
лиза. Первое позволяет исследователю судить 
о степени вязкости мембран клеток, которая ме­
няется в зависимости от их функционального со­
стояния, а второе – о степени асимметричности 
клеток или исследуемых органелл [15].

В связи с возможностями приборов области 
применения проточной цитометрии стали весьма 
разнообразны. Сначала интенсивно развивались 
способы количественного анализа внутрикле­
точных компонентов, таких как ДНК и РНК [15]. 
Работа в данном направлении привела исследо­
вателей к разработке различных методик анализа 
параметров клеточного цикла. В свою очередь, 
это послужило фундаментом для разработки 
методик диагностирования делящихся клеток 
и клеток с аномальным содержанием ДНК [3]. 
Для этих целей используют такие флуоресцент­
ные красители, как иодид пропидия, Hoechst, 
7­амино­актиномицин D (7­AAD) и целый ряд 
других [2]. 

Информация, извлекаемая из сигналов свето­
рассеяния и измерения времени пролета клеток 
через зону анализа, позволила исследователям 
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судить о морфологических характеристиках кле­
ток (размере, отношении размеров ядра и цито­
плазмы, гранулярности цитоплазмы, степени 
асимметрии клеток). В свою очередь, это приве­
ло к возможности типировать клетки без приме­
нения флуоресцентных красителей, что особен­
но ценно при работе с периферической кровью. 
Примером может служить одновременное из­
мерение рассеяния света клетками под малыми 
углами (1­10°) и под углом 90°. Данный подход 
позволяет разделить и расположить в виде ги­
стограммы лейкоциты периферической крови 
на три группы клеток: лимфоциты, моноциты 
и гранулоциты [4].

Однако современная диагностика гематоло­
гических заболеваний не ограничивается только 
клиническим анализом форменных элементов 
крови. В дополнении к этому анализу появилась 
возможность выявления патологий на клеточном 
и мембранном уровне. 

Развитие гибридомной технологии привело 
к тому, что у исследователей появился в руках 
такой инструмент, как моноклональные анти­
тела (МА) [11]. МА предоставили возможность 
типировать клетки не только благодаря их мор­
фологическим различиям, но и за счет набора 
поверхностных антигенов и рецепторов, харак­
терных для строго определенных клеток и их 
функционального состояния. Однако в различ­
ных лабораториях мира были получены МА к од­
ним и тем же антигенам, и авторы присвоили 
им свои собственные названия. Это привело 
к тому, что в литературе возникла путаница – ис­
следователи говорили об одних и тех же антиге­
нах клеточной поверхности, но называли их раз­
ными именами. Чтобы избежать этого, в начале 
80­х годов было созвано международное рабочее 
совещание по антигенам лейкоцитов челове­
ка. Было предложено объединить МА в группы 
или кластеры исходя из того, какую антигенную 
структуру на клеточной поверхности они рас­
познают. Таким образом, первоначальный смысл 
понятия «кластер дифференцировки» (Cluster 
of Differentiation, CD) – это набор МА, которые 
распознают одну и ту же структуру на клеточной 
поверхности независимо от эпитопной спец­
ифичности [11].

Со временем это понятие видоизменилось, 
и многие исследователи понимают под CD саму 
структуру на клеточной поверхности. Исходя 
из изложенного выше, становится понятно, что 
для эффективного использования МА должны 
быть кластеризованы, т.е. внесены в реестр из­
вестных МА и отнесены к определенному кла­
стеру дифференцировки. Для этого каждые 
МА должны пройти проверку в нескольких не­
зависимых лабораториях, где должно быть пока­

зано, что они взаимодействуют с определенными 
клетками и распознают определенную структуру 
на их поверхности. Совещания, посвященные 
этим вопросам, проходят с периодичностью в не­
сколько лет и на них исследователи вносят на рас­
смотрение своих коллег все новые и новые МА. 
Некоторые из них распознают уже известные 
структуры, но встречаются такие, которые взаи­
модействуют с неизвестными ранее. В настоящее 
время известно 339 кластеров дифференцировки 
клеток человека.

Использование МА революционизировало 
подходы к типированию клеток, и в настоящее 
время большинство клинических применений 
проточной цитометрии выполняется именно с их 
помощью. Меченые флуорохромами МА позво­
ляют проводить как качественный, так и коли­
чественный анализ поверхностных и внутрикле­
точных антигенов. 

На сегодняшний день ряд фирм предлага­
ют широкий спектр МА, позволяющих опре­
делять поверхностные антигены или кластеры 
дифференцировки лейкоцитов человека. Эти 
МА используются для типирования лейкемий 
и опухолей, определения аутоиммунных и им­
мунодефицитных заболеваний, исследования 
активации Т­, В­клеток, натуральных киллеров 
и моноцитов/макрофагов и др. Кроме этого, по­
следние достижения в области флуоресцентных 
красителей позволяют значительно повысить 
информативность получаемых результатов. Так, 
использование нескольких МА, меченых различ­
ными флуоресцентными красителями, позволя­
ет в одном эксперименте получать информацию 
сразу о нескольких антигенах на поверхности 
клеток и, как следствие этого, дает возможность 
исследователю судить о субпопуляционном со­
ставе клеток и наличии различных аномалий, 
а также об активности клеток внутри одной суб­
популяции. 

В качестве примера можно привести исполь­
зование таких красителей, как флуоресцеин 
(FITC), фикоэритрин (PE) и так называемый 
краситель с переносом энергии (ECD). Первые 
два возбуждаются одной и той же линией спек­
тра испускаемой аргоновым лазером, т.е. 488 нм, 
но испускают свет в различных областях спектра: 
первый – 515­525 нм, а второй – 575­585 нм, что 
позволяет развести их флуоресценцию по разным 
фотоэлектронным умножителям. В третьем слу­
чае используется так называемый эффект пере­
носа энергии. На МА ковалентно пришивается 
сразу два красителя, в данном случае это фикоэ­
ритрин и Техасский красный. Фикоэритрин воз­
буждается аргоновым лазером и испускает кван­
ты света в более высоковолновом диапазоне, это, 
в свою очередь, вызывает возбуждение молекулы 
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Техасского красного, который, в свою очередь, 
испускает кванты света в еще более дальней об­
ласти спектра (610­635 нм) – именно они и реги­
стрируются инструментом. Таким образом, если 
мы имеем МА к CD3, CD4 и CD8, меченые этими 
флуорохромами, мы можем сразу количественно 
охарактеризовать содержание в периферической 
крови Т­клеток, Т­хелперов и Т­цитотоксических. 
По аналогичному принципу работает и комплекс 
фикоэритрина и цианина­5 (CY5) и целый ряд 
других тандемных красителей, но испускание 
кванта света происходит в еще более дальней 
красной области спектра (670 нм и больше), чем 
у Техасского красного (табл. 1).

Поскольку современные цитометры, как 
правило, оборудованы более чем тремя фото­
электронными умножителями (от 3 до 9 ФЭУ), 
это позволяет на одном образце периферической 
крови проанализировать практически все основ­
ные субпопуляции клеток [6, 11].

Наличие на рынке большого выбора МА, ме­
ченых различными флуорохромами, дает воз­
можность исследователю подобрать такой набор 
МА, чтобы на меньшем количестве образцов 
получить максимальную информацию. Все это 
привело к формированию многопараметрового 
анализа в цитометрии [6]. 

В проточной цитометрии начало развивать­
ся как отдельное направление исследование 

Таблица 1. Флуорохромы, наиболее часТо 
используемые для прямой конъюгации 
с моноклональными анТиТелами

Флуорохромы Длинна волны 
возбуждения 

(нм)

Эмиссия  
(нм)

Флуоресцеинизотиоци-
анат (FITC)

488 525

Алекса Флуор 488 
(Alexa Fluor 488)

488 525

Фикоэритрин (PE, 
R-PE, RD1)

488 575

ECD (PE-Texas Red)* 488 610
PC5 (PE/CY5)* 488 675
PC5.5 (PE/CY5.5)* 488 700
PE Alexa Fluor 700* 488 725
PC7 (PE/CY7) 488 790
Алофикоцианин (APC) 633/635 680
Alexa Fluor 647 633/635 680
Alexa Fluor 700 633/635 725
APC Alexa Fluor 700* 633/635 725
APC7 (APC/CY7)* 633/635 790

Примечания: CY – цианин; * – тандемные флуоресцентные 
красители

Таблица 2. синТеТические субсТраТы для 
исследования акТивносТи внуТриклеТочных 
ФерменТов с помощью проТочной циТомеТрии

Субстраты Ферментативная 
специфичность

A•Aminopeptidase M Aminopeptidase M

AAPL•Elastase Leukocyte & pancriatic 
elastases

AAPV• Elastase Leukocyte & pancriatic 
elastases

AG•Cathepsin Cathepsin B & C

Bu•Butyryl Esterase a) Butyryl esterase
b) Phospholipase A2

ClAc•Cl Acetate Esterase Chloroacetate esterase
D•Aminopeptidase A Aminopeptidase A
DCFH•Peroxidase Process specific
DCFH, PMA•Oxidative 
Burst Process specific

E. coli•Phagocytosis Process specific
FDA•Esterase Acetate esterase
FDA, NaF•Esterase Acetate esterase
FR•Kallikerin Kallikerin
G•Aminopeptidase Aminopeptidases
Gal•Galactosidase α & β galactosidase
GFGA•Collagenase Galactosidases
GGL•Subtilisin Subtilisin
GL•Cathepsin D Cathepsin D
Glu•Glucosidase B-glucosidase
Glucuronide• 
Glucuronidase B-glucuronidase

GP•DPP IV Dipeptidyl peptidase IV
GPLGP•Collagenase Collagenases
K•Aminopeptidase B Aminopeptidase B
KA•DPP II Dipeptidyl peptidase II
L•Aminopeptidase Aminopeptidases
LL•DPP I Dipeptidyl peptidase I
LY•DPP I Dipeptidyl peptidase I
LY•Calpain Calpain
P•Pro Aminopeptidase Prolyl Aminopeptidase
Palmitate•Alkyl Esterase B1 & B2 Esterase
PO4•Acid Phosphatase Acid Phosphatase
QS•Cathepsin Cathepsin D
R•Aminopeptidase B Aminopeptidase B

RGES•Elastase Leukocyte & pancriatic 
elastases

TP•Cathepsin Cathepsin C & G
VK•Cathepsin Cathepsin D & B
VS•Cathepsin Cathepsin D & B
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активности внутриклеточных ферментов с по­
мощью флуорогенных субстратов. Это направ­
ление получило название «проточная цито­
энзимология». Был разработан ряд реагентов, 
представляющих собой синтетические субстра­
ты, которые могут быть использованы для из­
мерения активности внутриклеточных фермен­
тов (табл. 2). Они проникают через мембрану 
живой клетки и имеют большие преимущества 
перед синтезированными прежде субстратами, 
включая возросшую разрешающую способ­
ность и уменьшение времени анализа. Большое 
число новых субстратов позволяет оценивать 
активность значительно большего количества 
ферментов, чем было возможно. Важность при­
менения их заключается в том, что при сравне­
нии уровней активности ферментов нормаль­
ных клеток с уровнями активности в клетках, 
вовлеченных в процесс заболевания, могут быть 
обнаружены значительные различия, и это по­
зволяет идентифицировать поврежденные или 
измененные клетки и исследовать протекаю­
щие в них процессы [10].

Целый набор различных флуорохромов сделал 
возможным количественное исследование таких 
физиологических параметров, как внутрикле­
точный рН (флуоресцеин и 7­гидроксикумарин), 
концентрация свободных ионов кальция (Fura­2, 
Indo­1, Fluo­3), уровень окислительных процес­
сов, активация митохондрий, потенциал наруж­
ной мембраны клеток, процессы апоптоза, и т.д. 
[15].

Все новые и новые достижения в различных 
областях молекулярной биологии, биохимии 
и медицины позволяют изучать при помощи про­
точной цитометрии различные аспекты биологии 
клетки, такие как содержание секретируемых ци­
токинов в сыворотке при помощи мультиплекс­
ного анализа [14], локализацию антигенспеци­

фических клонов клеток при помощи тетрамеров 
[19] и многое другое.

Кроме всего этого в настоящее время суще­
ствуют методики, позволяющие при помощи 
проточной цитометрии измерять и такой физио­
логический параметр, как фагоцитоз, экспрес­
сию цитокинов и др. Все это создает предпосылки 
для современных исследований всего комплекса 
внутриклеточных процессов на уровне отдель­
ных клеток. 

Таким образом, высокий уровень автомати­
зации, простота в эксплуатации и небольшие 
размеры современных приборов позволяют рас­
сматривать их не только как исследовательские, 
но и как клинико­диагностические. 

Перечисленные возможности метода проточ­
ной цитометрии определяют следующие области 
его применения:

 z клинические: иммунология, онкология, 
онкогематология (включая диагностику, оценку 
эффективности лечения, мониторинг пациентов, 
входящих в группу риска), трансплантология, об­
щая гематология, диагностическое типирование 
клеток и др.;

 z общебиологические: клеточная кинетика, 
клеточная энзимология, изучение механизмов 
действия различных иммуномодуляторов и дру­
гих биологически активных веществ, клеточная 
физиология, генетика и др. 

Очень важным разделом для биологии и меди­
цины при появлении новых методик исследова­
ния является формирование нормативных пока­
зателей. Не является исключением и проточная 
цитометрия. Поэтому в заключение хотелось 
бы привести сравнительную таблицу распределе­
ния CD маркеров на поверхности клеток перифе­
рической крови здоровых доноров, полученных 
разными авторами (табл. 3) [7, 12, 20]. Остается 
открытым вопрос о Российских нормах, связан­

Таблица 3. оТносиТельное содержание основных субпопуляций лимФоциТов в периФерической 
крови взрослых здоровых доноров по лиТераТурным данным [7, 12, 20] и данным авТоров 
(проценТили 5%-95%)

Субпопуляции
Zidovec Lepej S.  

et al. (2003) 
n = 50

Pope V. et al. (1994)
n = 246

Comans-Bitter W.M. 
et al. (1997)

n = 51

Данные авторов
(n = 356)

Т-лимфоциты (CD3+) 73,3 (59,0-88,2) 72,1 (54-85) 72 (55-83) 73 (61-85)
Т-хелперы
(CD3+CD4+) 43,8 (34,9-64,3) 44,1 (32-58) 44 (28-57) 45 (35-55)

Т-цитотоксические
(CD3+CD8+) 23,9 (11,0-37,1) 31,2 (19-44) 24 (10-39) 27 (19-35)

Т-активированные
(CD3+HLA-DR+) 1,9 (0,5-25,9) Нет данных 5 (2-12) 3 (0,5-6)

В-лимфоциты (CD19+) 9,7 (4,4-26,4) 13,3 (6-23) 12 (6-19) 12 (7-17)
NK-клетки
(CD3–CD16+CD56+) 3,9 (0,4-19,3) 12,2 (5-23) 13 (7-31) 15 (12-18)
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ных с региональными особенностями отдельных 
областей. Все это требует объединения усилий 
различных лабораторных коллективов в проведе­
нии исследований в данном направлении.

Авторы предполагают, что данная статья по­
служит началом серии публикаций по примене­
нию данной технологии и современных ее при­
ложений в широкой лабораторной практике.
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