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РЕЗЮмЕ. Применение проточной цитометрии в лабораторных исследованиях на сего-
дняшний день весьма актуально в связи с высокой точностью измерения физиологических 
внутриклеточных параметров и скоростью получения данных для каждой конкретной 
клетки. Данный метод анализа является универсальным для использования как в онкоим-
мунологии, так и в других смежных областях исследования клеточных образцов и харак-
теристик их отдельных структур. В работе уделено внимание принципам оценки физико-
химических параметров клеток, истории создания, а также возможностям клинического 
применения проточной цитофлюориметрии в определении иммунного статуса онкологи-
ческих больных.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛоВА: проточная цитометрия, иммунный статус, проточный анализатор, 
иммунодиагностика, онкоиммунология, моноклональные антитела, флюорохромы.

IMPROVEMENT OF ANTITUMINAL IMMUNITY 
ASSESSMENT USING THE METHOD OF FLOW CYTOMETRY
©Ilya O. Ishchenko, Mikhail D.L. Oppedisano
Saint-Petersburg State Pediatric medical university. 194100, Russia, Saint-Рetersburg, litovskaya str., 2

Contact Information: Ilya o. Ishchenko — 2-year student, medical faculty. e-mail: ilyshaishchenko.2000@gmail.com

ABSTRACT. The use of flow cytometry in laboratory research today is very important due to 
the high accuracy of measuring physiological intracellular parameters and the speed of obtaining 
data for each specific cell. This analysis method is universal for use both in oncological immunol-
ogy and in other related fields of study of cell samples and the characteristics of their individual 
structures. The work focuses on the principles of assessing the physicochemical parameters of 
cells, the history of creation, as well as the possibilities of the clinical use of flow cytofluorimetry 
in determining the immune status of cancer patients.
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ВВеДение

Проточная цитометрия (цитофлюориме-
трия) — это современная технология быстро-
го измерения физических и химических па-
раметров клеток, органелл и происходящих в 

них процессов [2, 5]. Разработка и внедрение 
в лабораторную практику данного метода по-
зволили проводить исследования метаболиз-
ма каждой клетки в отдельности от всей кле-
точной субпопуляции с высокой точностью, 
относительной простотой и в сжатые сроки. 
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На сегодняшний день имеющиеся на рынке 
проточные цитометры сделали возможными 
анализы со скоростью до 100 000 событий в 
секунду, регистрируя при этом до 106 –108 

клеток в образце. такие возможности у мето-
да появились не сразу [2, 4, 5]. Первое упо-
минание о проточных цитофлюометрах отно-
сится к 1934 году, когда была опубликована 
статья с упоминанием полуавтоматического 
проточного оптического счетчика клеток. 
Позднее, в 1965 году, был создан волюметри-
ческий проточный сортер, позволивший раз-
делять клеточные структуры по размеру. 
Спустя четыре года получил патент первый 
коммерческий флюоресцентный проточный 
анализатор, определявший не только разме-
ры клеток, но и концентрацию внутриклеточ-
ных органелл за счёт флюоресценции и све-
торассеяния. Пик развития метода был до-
стигнут только спустя полвека, когда стали 
разрабатываться анализаторы с потенциаль-
ными возможностями детекции до 50 пара-
метров [1]. Благодаря достигнутому данный 
метод помимо изначально запланированного 
определения количества клеток позволил 
проводить также исследования их функцио-
нального состояния [2, 3, 4, 5, 6]. Другим 
преимуществом цитофлюориметрии являет-
ся её универсальность, позволяющая иссле-
довать форменные элементы периферической 
крови человека, диссоциированные клетки 
любых тканей, бактерии, клетки животных и 

растений [4, 5, 11]. Помимо этого, с помощью 
проточной цитометрии можно определять 
уровень цитокинов — одного из основных 
показателей функциональной активности 
дендритных клеток [3, 5, 6, 10].

ПринциП метоДа

Принцип метода проточной цитометрии 
включает в себя три основных этапа (рис. 1) 
[2, 3, 5]: 

• окрашивание проб флюорисцирующими 
красителями;

• измерение и регистрация оптических па-
раметров клеток в проточной кювете и 
преобразование света в электрический 
сигнал;

• определение количественной величины 
измеряемых параметров. 

В основе метода лежит принцип гидроди-
намического фокусирования. Суспензия кле-
ток, предварительно окрашенных флюорес-
центными красителями, под давлением по-
даётся в проточную ячейку. За счет разности 
давлений между образцом и проточной жид-
костью происходит гидродинамическое фоку-
сирование струи в струе, вследствие чего об-
разуется два ламинарных потока жидкости и 
предотвращается их перемешивание (рис. 2). 
Диаметр внутренней струи соответствует раз-
мерам проходящих клеток, поэтому клетки 
выстраиваются друг за другом [2, 5, 8].

Рис. 1. Принцип проточной цитометрии.
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В определенной зоне клетки пересекают 
луч источника света, после чего происходит 
регистрация информации об их параметрах. 
В ходе цитометрического анализа регистри-
руются такие показатели, как светорассеяние 
клеток и интенсивность флюоресценции. 
Первый включает в себя два компонента: FSC 
(forward side scatter) — показатель прямого 
светорассеяния и SSC (side scatter) — показа-
тель бокового светорассеяния (рис. 3) [2, 5].

Прямое светорассеяние (FSC) позволяет 
определять размеры самой клетки. отклоне-
ния лазерных лучей при этом светорассеянии 
не должны превышать 9–12 градусов. Боковое 
светорассеяние (SSC) дает информацию о вну-
триклеточных параметрах (наличие гранул, 
клеточных включений, концентрации физио-
логически значимых химических соединений 
в цитоплазме клеток. При прохождении сквозь 
клетку лазерный луч преломляется и рассеива-
ется, затем излучение собирается по детекто-
рам бокового и малоуглового (прямого) свето-
рассеяния. Сам анализ показателей светорас-
сеяния зависит от морфофункциональных 
особенностей клеток [2, 4, 5].

Предварительно клеточную фракцию на-
гружают моноклональными антителами 
(мАт) и красителями — флюорохромами — 

органическими полимерами, содержащими 
сопряженные ароматические фрагменты. И 
только после этого раствор с содержимым по-
даётся в проточную кювету цитометра. мо-
ноклональные антитела (мАт) необходимы в 
данном анализе, поскольку именно с ними 
взаимодействуют флюорохромы [2, 5].

Принцип действия флюорохромов следую-
щий: в результате присоединения к мАт по-
лимерного красителя образуется π-орбиталь-
ная система (рис. 4). Для неё характерна 
большая делокализация электронного облака. 
За счет  флюоресцентного красителя флюо-
рохромы обладают очень высоким квантовым 
выходом, что позволяет регистрировать даже 
самые слабые сигналы [2, 4].

Рис. 2. Схема проточной системы.

Рис. 3. Светорассеяния клетки.
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основной параметр, регистрируемый про-
точными цитометрами — интенсивность 
флюоресценции исследуемой субпопуляции 
клеток или внутриклеточных компонентов. В 
момент пересечения клеткой луча лазера 
флюорохромы, связанные с моноклональны-
ми антителами, переходят в возбуждённое со-
стояние, в результате чего происходит изме-
нение длины волны испускаемых флюорес-
центными красителями квантов света. Данное 
излучение проходит через оптическую систе-
му прибора (рис. 5), после чего происходит 
регистрация детекторами. Заключительный 
этап анализа проточного цитометра — преоб-
разование оптических сигналов в электриче-
ские с последующим компьютерным анали-
зом полученной информации [2, 4, 5].

Компьютерное отображение результатов 
цитофлюориметрии представляет собой гра-
фик зависимости различных клеточных пара-
метров. ось абсцисс характеризует размеры 

клеток, ось ординат — концентрацию кле-
точного содержимого. также по осям могут 
быть заданы другие показатели для исследова-
ния, к примеру, по оси абсцисс — наличие на 
клеточных мембранах определённых класте-
ров дифференцировки (СD), а по оси ординат 
структура клеток. На рисунке 6 представлена 
оценка субпопуляционного состава иммуно-
компетентных клеток крови: нейтрофилы име-
ют большие размеры и количество компонен-
тов внутриклеточного содержимого по сравне-
нию с моноцитами и лимфоцитами, поэтому 
на графике представлены выше и правее 
остальных [2]. По такому принципу и происхо-
дит анализ полученных данных методом про-
точной цитометрии. В итоге, из одной пробы 
материала пациента можно получить инфор-
мацию о субпопуляционной фракции клеток, 
а также для каждой популяции из пробы оце-
нить уровень апоптоза, пролиферации, экс-
прессии клеточных рецепторов, внутриклеточ-
ных белков и другие показатели [2, 4, 5, 11].

ПреимУЩестВа метоДа

метод проточной цитометрии обладает ря-
дом преимуществ, делающих его востребо-
ванным в лабораторной практике. В первую Рис. 4. Принцип действия фикоэритрина R-Pe.

Рис. 5. Схема оптической системы.
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очередь, этот метод позволяет осуществить 
быстрый анализ большого количества клеток 
и определить физико-химические показатели 
каждой конкретной клетки за счёт количе-
ственного измерения интенсивности флюорес-
ценции. такой результат достигается только 
при наличии высокоэффективных и высоко-
чувствительных фотоприёмников, регистриру-
ющих сигналы, полученные от оптической си-
стемы прибора. Кроме того, с помощью цито-
метрического анализа можно измерять 
физиологические внутриклеточные парамет-
ры: уровень pH, потенциал клеточной мем-
браны, концентрацию свободных ионов, а 
также оценить активность ферментов, входя-
щих в состав клетки. Благодаря подобным 
возможностям проточная цитофлюориметрия 
применяется во многих областях медицины и 
биологии (рис. 7) [6, 7, 8, 9, 17]. К примеру, в 
биологической химии данный метод исполь-
зуется для определения уровня внутрикле-
точного кальция и синтеза в клетке активных 
форм кислорода, генерируемых во время ре-
спираторного «взрыва» [5, 13, 14]. Проточная 
цитометрия может быть использована для ко-
личественного анализа питательных веществ, 

необходимых организму. так, флуорохром 
«нильский красный» позволяет с хорошей 
воспроизводимостью регистрировать как на-
копление липидов в небольших по размеру 
липидных тельцах, так и уменьшение их 
уровня в живых клетках, не специализиро-
ванных на создании жирового депо [5, 13, 15]. 
В цитологии с помощью цитометрического 
анализа можно исследовать практически все 
показатели фагоцитарного звена иммунной 
системы [5, 13]. Помимо этого, описываемый 
метод используется и в микробиологии при 
оценке бактерицидной функции фагоцитов 
периферической крови, причём по сравнению 
с классическими микробиологическими ме-
тодами цитофлюориметрия сокращает время 
анализа в несколько раз [5, 14, 16]. также на 
проточном цитометре проводится оценка апо-
птоза активированных лимфоцитов крови че-
ловека. При данном исследовании использу-
ется меченый флюорохромом аннексин v. 
Данный компонент связывается с фосфати-
дилсерином, который появляется на мембра-
не клеток, подвергающихся апоптозу [5, 13]. 
Наиболее широко метод используется в им-
мунологии. отдельное внимание стоит уде-

Рис. 6. Диаграмма бокового-прямого (SSC-FSC) светорассеяния для суспензии иммунокомпетентных клеток крови
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лить его применению в онкоиммунологиче-
ских исследованиях.

ПротоЧная цитометрия 
В иммУноДиагностиКе

В настоящее время c помощью проточной 
цитофлюориметрии производится оценка про-
лиферативной активности лимфоцитов, необ-
ходимая для анализа иммунного статуса онко-
логических больных. Для определения состоя-
ния иммунитета необходимо количественное 
измерение продукции в организме внеклеточ-
ных и внутриклеточных цитокинов. Этот про-
цесс осуществляется за счёт связывания кон-
кретных цитокинов с моноклональными анти-
телами: на проточном цитометре отражается 
интенсивность свечения частиц, коррелирую-
щая с количеством искомого цитокина. Стиму-
ляция цитокинов in vitro даёт возможность су-
дить о функциональной активности тех или 
иных иммунокомпонентных клеток [5, 10, 12, 
17]. Цитометрический анализ также позволяет 
исследовать различные параметры фагоцитар-
ных клеток иммунной системы: он определяет 
не только поверхностные рецепторные моле-
кулы фагоцитов, но их функциональную ак-
тивность на этапе самого процесса фагоцитоза. 
Помимо этого, описываемый метод позволяет 
изучать активационный апоптоз лимфоцитов. 
С помощью флюоресцентного красителя PI вы-
являются гиподиплоидные клетки и анализиру-
ется количество клеток с утраченной частью 
ДНК. С клинической точки зрения исследова-
ние уровня апоптоза играет важную роль при 
оценке иммунного статуса пациента, посколь-
ку апоптоз является одной из форм ответа лим-
фоцитов на патогенный стимул [5, 9]. Цитоме-

трический анализ может применяться также 
при исследовании функциональной активно-
сти естественных киллерных клеток, осущест-
вляемой по экспрессируемым маркёрам или же 
за счёт меченых радионуклидов. Во втором слу-
чае цитофлюориметрический анализ показыва-
ет высокую степень корреляции с радиоизотоп-
ным тестом оценки функциональной активно-
сти естественных киллерных клеток [9, 19]. 
отдельно стоит выделить роль проточной ци-
тометрии в иммунофенотипировании лимфо-
цитов. основой для данного исследования яв-
ляется взаимодействие моноклональных анти-
тел, связанных флюоресцентной меткой. По 
интенсивности свечения анализируемых кле-
ток иммунной системы определяется выра-
женность конкретного антигена на поверхно-
сти клеточной мембраны [5, 20, 21]. Подобные 
исследования с применением проточной цито-
метрии позволяют проводить мониторинг им-
мунной системы онкологических пациентов, 
оценивать их противоопухолевый ответ и на 
основе полученных данных определять стра-
тегию лечения.

ВыВоД

На примере вышеописанных данных мож-
но убедиться, что возможности проточной 
цитофлюориметрии достаточно обширны. 
При наличии подходящих друг к другу мо-
ноклональных антител и флюорохромов мож-
но определить не только концентрацию им-
мунокомпонентных клеток крови, но и факто-
ры апоптоза и некротических образований, 
что имеет большое значение в иммунодиа-
гностике онкологических больных. Проточ-
ная цитометрия — уникальная методика ла-

Иммунология Ревматология 

Гематология 

Инфекционные болезни  

Биохимия 

Микробиология Фармакология 

ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ  трансnлантология

Цитология 

Онкология 

Рис. 7. области применения проточной цитометрии
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бораторной диагностики в биологии и меди-
цине, которая, по нашему мнению, уже в 
ближайшем будущем займёт место среди 
передовых технологий наиболее точного кле-
точного и молекулярного анализа.
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