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ЦИТОФЛЮОРИМЕТРИИ В ДИАГНОСТИКЕ 

ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ. 
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Резюме. Развитие современной клинической иммунологии, в том числе и инфекционной, требует при-

менения максимально объективных тестов оценки функционального состояния различных типов 

фагоцитирующих клеток, таких как нейтрофилы, моноциты, макрофаги и дендритные клетки. Ши-

рокие потенциальные возможности проточной цитометрии привели к разработке способов регистра-

ции функционального состояния этих клеток, оценке процессов их активации и изучению механизмов 

формирования дефектов их функционирования. К разряду таковых относятся: анализ фагоцитарной 

и бактерицидной активности нейтрофилов, а также измерение количества клеток, находящихся на раз-

личных стадиях программируемой клеточной гибели (апоптоза). Методические подходы с использова-

нием проточной цитометрии, представленные в данном обзоре, как раз и представляют новое высоко-

технологичное направление научных и клинических исследований.

Ключевые слова: проточная цитометрия, нейтрофилы, моноциты, фагоцитоз, кислородный взрыв, апоптоз.

OPPORTUNITIES OF THE FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES. Part 3

Khaidukov S.V., Zurochka A.V.

Abstract. Development of modern clinical and infectious immunology, demands maximum objective tests for 

estimation of functional condition of various types phagocytic cells, such as neutrophils, monocytes, macrophages 

and dendritic cells. Wide potential opportunities of flow cytometry have led to development of ways of registration 

of a functional condition of these cells, an estimation of processes of their activation and study of mechanisms 

formation of defects of their functions. For example: analysis of phagocytic and bactericidal activity of neutrophils 

and measurement number of the cells, which are taking place at various stages of programmed cellular death 

(apoptosis). Flow cytometry methods described in this review represent a new hi-tech direction for scientific and 

clinical researches. (Infekc. immun., 2011, vol. 1, N 3, p. 221–230)

Key words: flow cytometry, neutrophils, monocytes, oxygenic explosion, apoptosis.

Использование метода проточной цитомет-

рии в медико-биологических исследованиях 

весьма многообразно. Эта технология перво-

начально была широко использована для ана-

лиза клеточного цикла по распределению ДНК 

в различных его фазах, определения маркеров 

поверхности и структурных компонентов кле-

ток. Однако знание только этих клеточных 

характеристик не всегда дает однозначный от-

вет о процессах, происходящих с иммунной 

системой. Клеткам иммунной системы прису-

щи определенные функции, которые они вы-

полняют в ответ на внешние раздражители. 

Наличие или отсутствие такого ответа может 

о многом сказать специалисту. Например, ней-

трофилы как эффекторы играют важную роль 
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во врожденном иммунном ответе для обеспе-

чения резистентности организма, индуцируют 

и регулируют деятельность различных клеток 

иммунной системы. Нарушение фагоцитарной 

активности, как одной из основных функцио-

нальных характеристик нейтрофилов, является 

индикатором снижения устойчивости организ-

ма к инфекционным заболеваниям [7, 14].

Широкие потенциальные возможности про-

точной цитометрии привели к разработке спо-

собов регистрации функционального состоя-

ния различных клеток, оценке процессов их 

активации и изучению механизмов формиро-

вания дефектов их функционирования.

Наиболее часто используемые приложения 

метода проточной цитометрии для данного 

рода исследований основаны на измерении раз-

личных функциональных характеристик кле-

ток. К таковым относятся: фагоцитарная и бак-

терицидная активности нейтрофилов, а также 

измерение количества клеток, находящихся на 

различных стадиях программируемой клеточ-

ной гибели (апоптоз).

Даная статья является продолжением цикла 

обзоров, посвященных применению проточ-

ной цитометрии для исследований в области 

инфекционной иммунологии. Она преследует 

цель представить широкому кругу специалис-

тов современные подходы для регистрации 

функционального состояния отдельных клеток 

и рассмотреть возможности последующего вне-

дрения этих тестов в клиническую лаборатор-

ную практику [5, 6].

Определение фагоцитарной 
активности нейтрофилов 
и моноцитов

Изменение фагоцитарной активности ней-

трофилов может приводить к формированию 

разнообразных клинических расстройств [21, 

36]. Данный эффект может быть связан как не-

посредственно с дефектом нейтрофилов, так и с 

дефектами системы комплемента или иммуно-

глобулинов. Известны врожденные дефекты, 

такие как дисфункция актина и дефицит ре-

цептора комплемента C3bi. В результате сни-

женной фагоцитарной активности нейтрофи-

лов эти дефекты могут привести к повышенной 

восприимчивости к инфекциям. Приобретен-

ные дефекты, связанные с изменением фаго-

цитарной активности, обнаруживаются при 

травмах, диабете, почечной недостаточнос ти 

и инфекциях. Так, снижение фагоцитарной ак-

тивности было обнаружено у пациентов с бак-

териальными инфекциями кожи и легких [8], 

при инфицировании ожоговых ран [17], у паци-

ентов со СПИД [20, 41].

Процесс фагоцитоза разделяют на несколь-

ко стадий: хемотаксис (перемещение клеток-

фагоцитов к воспаленным участкам), адгезию 

(прилипание частиц к поверхности фагоцитов), 

«собственно фагоцитоз» и внутриклеточное 

уничтожение фагоцитированных объектов за-

висимыми и независимыми от кислорода меха-

низмами [39]. Использование метода проточной 

цитометрии для измерения «собственно фаго-

цитоза» значительно облегчило анализ этой 

важной функции нейтрофилов. В качестве суб-

страта фагоцитоза в данном случае применяет-

ся флуоресцентно меченые частицы (бактерии, 

клетки дрожжей, латексные частицы) [11, 13]. 

Однако данный метод не обеспечивал регистра-

цию различий между частицами, находящими-

ся внутри клеток, и теми частицами, которые 

могли просто прикрепиться к их поверхности 

[11, 24]. Эту проблему удалось преодолеть за 

счет использования витальных красителей, по-

давляющих флуоресценцию прикрепившихся 

снаружи частиц. В качестве таковых можно от-

метить трипановый синий [12] и кристалличес-

кий фиолетовый [14, 25].

В свою очередь, использование этих кра-

сителей создало некоторые технические про-

блемы, поскольку исключало возможность 

фиксации клеток, и, как следствие этого, не по-

зволяло проводить отсроченный анализ. С дру-

гой стороны, изменения pH так же могут значи-

тельно влиять на флуоресценцию красителей. 

Это относится, прежде всего, к изотиоцианату 

флуоресцеина (FITC), который наиболее часто 

используется для маркировки частиц при ана-

лизе фагоцитарной активности [9, 10, 14]. При-

менение бромида этидия позволило преодолеть 

данные затруднения. Процедура была основана 

на том, что дрожжи Candida albicans, меченые 

FITC, прикрепившиеся к поверхности клеток, 

теряли зеленую флуоресценцию и приобретали 

красную флуоресценцию при инкубации с бро-

мидом этидия. Этот эффект проявлялся за счет 

передачи энергии в результате резонанса между 

двумя этими флуорохромами [22]. Таким обра-

зом, из анализа был исключен дополнительный 

сигнал от налипших на поверхность клеток ча-

стиц субстрата и регистрировались исключи-

тельно фагоцитированные объекты.

В качестве мишеней для фагоцитоза исполь-

зуют различные субстраты. Примером могут 

служить такие субстраты, как зимозан [35], фик-

сированные микроорганизмы: Staphylococcus 

aureus [44], Escherichia coli [41], Haemophilus 

influenzae [43] и т.д.

В свою очередь, для регистрации фагоцитар-

ной активности нейтрофилов рядом компаний 

были разработаны коммерческие наборы, кото-

рые с успехом применяются в настоящее время. 

В частности, к ним относится PHAGOTEST® 

компании ORPEGEN Pharma (Германия).

PHAGOTEST® позволяет количественно 

определить фагоцитарную активность нейтро-
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филов. В данном случае измеряют долю клеток 

фагоцитов, поглотивших бактерии, и их актив-

ность (количество бактерий в клетке). Для про-

ведения анализа используют гепаринизиро-

ванную цельную кровь, в которую добавляют 

флуоресцентно меченые бактерии Escherichia 

coli и инкубируют при 37°C. Отрицательный 

контроль оставляют на льду, поскольку холод 

препятствует поглощению частиц субстрата. 

Фагоцитоз останавливают, помещая образ-

цы на лед, и добавляют реагенты для гашения 

флуоресценции, позволяющие провести дис-

криминацию между прилипшими и интерна-

лизованными бактериями. При этом подав-

ляется флуоресценция бактерий, прилипших 

к поверхности фагоцитов, и остается флуорес-

ценция поглощенных. Перед цитометрическим 

анализом проводят окрашивание ДНК, тем са-

мым исключая вклад агрегатов клеток и бакте-

рий из окончательного результата.

На рис. 1 показаны типичные гистограммы, 

полученные в результате анализа фагоцитарной 

активности нейтрофилов и моноцитов перифе-

рической крови человека.

Данная тест-система хорошо себя показа-

ла при исследовании фагоцитарной актив-

ности у пациентов, инфицированных ВИЧ-1 

и M. tuberculosis. Так у ВИЧ-1-инфицированных 

индивидуумов фагоцитоз гранулоцитов был 

значительно повышен. Однако гранулоциты от 

индивидуумов, инфицированных M. tuberculosis 

или в комбинации с ВИЧ-1, имели значительно 

пониженную способность к фагоцитозу E. coli. 

Эти данные свидетельствует в пользу того, что 

гранулоциты пациентов с легочной формой 

туберкулеза, как с ВИЧ-1 или без него, обла-

дают меньшей способностью к фагоцитозу. 

По-видимому, этот факт и способствует уве-

личению восприимчивости к оппортунисти-

ческим инфекциям пациентов с туберкулезом 

и ВИЧ [41].

Аналогичные результаты были получены 

и при нарушении работы печени. Фагоцитар-

ный потенциал нейтрофилов был значительно 

ниже у пациентов с циррозом печени по срав-

нению с контрольной группой и мог быть одной 

из причин повреждения механизмов иммунно-

го ответа [34].

Анализ «кислородного взрыва»
Как отмечено выше, нейтрофилы играют 

важную роль во врожденном и на конечных 

этапах адаптивного иммунного ответа, или, 

иначе, резистентности организма, нейтрализуя 

Рисунок 1 . Определение фагоцитарной активности клеток периферической крови 

с использованием набора PHAGOTEST® компании ORPEGEN Pharma (Германия)

а — негативный контроль; б — фагоцитоз E. coli клетками-фагоцитами. Однопараметрические гистограммы гейтированы 
по зоне В.
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чужеродные объекты. Поглощенные микроор-

ганизмы уничтожаются за счет как зависимых, 

так и независимых от кислорода механизмов. 

Свободные радикалы кислорода убивают по-

глощенные бактерии в фагосомах, однако часть 

радикалов попадает в окружающую среду, где 

они, с одной стороны, усиливают уничтожение 

микроорганизмов, но с другой стороны повреж-

дают окружающие ткани. Этот эффект получил 

название «окислительного, или кислородного, 

взрыва». Данный процесс усилено протекает 

при остром воспалении и, в меньшей степени, 

при хроническом течении воспалительных за-

болеваний [16]. Уничтожение микроорганизмов 

также возможно и за счет белков в азурофиль-

ных гранулах, таких как катепсин G, лизоцим, 

интерфероны и др.

Понижение или отсутствие «кислородного 

взрыва» наблюдается при некоторых врожден-

ных дефектах, например, хроническом гра-

нулематозе. Данное заболевание обычно про-

является в течение первых двух лет жизни [21, 

42] и характеризуется клинически повторяю-

щимися и опасными для жизни инфекциями, 

вызванными бактериальными и грибковыми 

микроорганизмами. Клинически эти инфек-

ции проявляются как пневмонии, лимфадени-

ты или абсцессы, затрагивающие лимфоузлы, 

легкие и печень. Одну из ведущих ролей в этом 

играет NADPH-оксидаза, ответственная за 

продукцию супероксид анионов, которые бы-

стро преобразуются в перекись водорода и ги-

дроксильные радикалы. Нарушения структуры 

основных пептидов NADPH-оксидазы явля-

ются главной причиной дисфункций при хро-

ническом гранулематозе, так как нейтрофилы 

у данных пациентов после активации не мо-

гут произвести значительный «кислородный 

взрыв». Данные нарушения также наблюдаются 

после трансплантаций и у пациентов со СПИД 

[20]. С другой стороны спонтанный и вызван-

ный пептидом хемотаксиса N-formyl-MetLeuPhe 

(fMLP) «кислородный взрыв» нейтрофилов на-

блюдался у новорожденных с признаками ин-

фекции [23, 42].

Коммерческие наборы для измерения «кис-

лородного взрыва», также как и для измерения 

фагоцитарной активности, присутствуют на 

рынке. Примером может служить набор BURST-

TEST компании ORPEGEN Pharma (Германия).

Он содержит немеченые опсонизированные 

бактерии E. coli для стимуляции фагоцитоза, 

фарболмиристатацетат (PMA), являющийся 

активатором протеинкиназы C, слабый физи-

ологический стимулятор хемотаксиса fMLP 

и флуорогенный субстрат дигидрородамин-123 

(DHR-123) [37]. Анализ проводят на цельной ге-

паринизированной крови, инкубируя ее с раз-

личными стимуляторами при 37°C, причем 

отрицательным контролем служит нестимули-

рованный образец. На стимуляцию гранулоци-

ты и моноциты отвечают продукцией реактив-

ных метаболитов кислорода (супероксид анион, 

перекись водорода, гипохлорная кислота), ко-

торые уничтожают фагоцитированные бакте-

рии. В свою очередь, формирование этих реак-

тивных окислителей в течение «кислородного 

взрыва» может быть оценено за счет окисления 

DHR-123. Реакцию останавливают лизирую-

щим раствором, который выполняет две функ-

ции — удаляет эритоциты и фиксирует лейко-

циты. Перед анализом проводят окрашивание 

ДНК клеток, исключая таким образом вклад 

агрегатов клеток и бактерий из окончательного 

результата.

На рис. 2 показаны типичные гистограммы, 

полученные в результате анализа окислитель-

ного взрыва в клетках-фагоцитах периферичес-

кой крови человека.

Человеческие полиморфноядерные лейко-

циты (нейтрофилы) и мононуклеарные фаго-

циты типа макрофагов являются основой врож-

денного иммунного ответа против внедрения 

микроорганизмов. Врожденная способность 

фагоцитов уничтожать бактерии является кри-

тическим фактором для защиты хозяина. Хотя 

процессы, в которых задействованы эти клет-

ки, очень эффективны при устранении боль-

шинства бактерий, но некоторые патогенные 

для человека микроорганизмы развили меха-

низмы, ингибирующие фагоцитоз и собствен-

ную гибель от кислородных радикалов и ряда 

других антимикробных продуктов. Модуляция 

апоптоза фагоцитов бактериальным патоге-

нами представляет собой важное направление 

в исследовании патогенеза.

Важно отметить несколько основных функ-

циональных и физиологических различий меж-

ду нейтрофилами и макрофагами. Во-первых, 

макрофаги являются долгоживущими клетка-

ми, регулирующими воспаление и последую-

щий иммунный ответ. Это очень выгодно для 

организма, так как эти клетки остаются рези-

дентами в тканях в течение длительного пе-

риода времени. Во-вторых, в сравнении с ней-

трофилами, макрофаги обладают меньшей 

способностью производить кислородные ради-

калы и, следовательно, имеют ограниченную 

бактерицидную активность [29, 30, 33, 45, 46]. 

Благодаря этим характеристикам макрофаги 

могут быть инфицированы многими бактери-

альными патогенами, которые, в свою очередь, 

могут вызвать апоптоз (табл. 1) [19]. Индукция 

апоптоза макрофагов бактериями невыгодна 

для ответа хозяина на патоген, но это зависит 

в большей степени от патогенного микроорга-

низма. С другой стороны, нейтрофилы имеют 

большой спектр антибактериальной активно-

сти, способствующий полному уничтожению 

микробов. На сегодняшний день известно толь-
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Рисунок 2 . Анализ кислородного взрыва у клеток-фагоцитов периферической крови 

с использованием набора BURSTTEST компании ORPEGEN Pharma (Германия)

а — негативный контроль; б — кислородный взрыв у клеток-фагоцитов. Однопараметрические гистограммы 
гейтированы по зоне В.

ко два бактериальных патогена, которые могут 

выжить и размножаться в нейтрофилах — это 

Chlamydia pneumoniae и Anaplasma phagocytophilum 

[15, 26, 40, 47, 48]. В тоже время продолжитель-

ность жизни зрелого нейтрофила ограничена 

приблизительно 1–3 днями, и это также пре-

пятствует долгосрочному выживанию внутри-

клеточных патогенов [19].

Регулирование количества нейтрофилов 

является критическим ввиду того, что нейтро-

филы составляют большинство лейкоцитов 

у людей. Они преобладают в областях бактери-

альной инфекции и содержат цитотоксические 

компоненты, которые могут повредить ткани 

хозяина, если нейтрофилы подвергаются ли-

зису. Поэтому апоптоз нейтрофилов является 

основным механизмом регулирования числа 

этих клеток при воспалении, и регистрация 

этого процесса может отражать состояние ин-

фицированного организма [38].

Цитометрическая оценка апоптоза
Апоптоз является проявлением физиологи-

ческого процесса программированной клеточ-

ной гибели (клеточного суицида) — естественной, 

закономерной, генетически запрограммирован-

ной, физиологически активной гибели клетки 

(нередко термины «программированная кле-

точная гибель» и «апоптоз» рассматриваются 

как синонимы). Апоптоз включает несколько 

этапов. Во-первых, получение клеткой экзоген-

ного (внешнего, рецепторного) или эндогенно-

го (нерецепторного) сигнала, «запускающего» 

процесс апоптоза. Во-вторых, характерная для 

многих биологических процессов «каскадная» 

активация внутриклеточных белков, реали-

зующих программу апоптоза (инициирующих 

и эффекторных каспаз), которая регулируется 

множеством про- и анти апоптогенных белков. 

В-третьих, деструктури зация жизненно важных 

для функционирования клетки белковых суб-

стратов, «запуск» ядерных эндонуклеаз, дегра-

дация ДНК до олигонуклеосомных фрагментов 

и формирование «апоптозных телец» с последу-

ющим их удалением путем фагоцитоза.

В многоклеточном организме апоптоз необ-

ходим для поддержания адекватного баланса 

между пролиферацией клеток, их дифференци-

ровкой и элиминацией, и является важнейшим 

фактором иммунорегуляции как в процессе он-

тогенеза иммунной системы, так и при реализа-

ции реакций врожденного и адаптивного имму-

нитета [1, 4, 31]. Клеточные механизмы апоптоза 

тонко реагируют на изменения внутриклеточ-
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ТАБЛИЦА 1. БАКТЕРИИ, МОДУЛИРУЮЩИЕ КЛЕТОЧНУЮ ГИБЕЛЬ ФАГОЦИТИРУЮЩИХ ЛЕЙКОЦИТОВ [19]

Бактериальные патогены Лейкоциты

Actinobacillus actinomycetemcomitans Макрофаги (J774.1), мононуклеарные клетки периферической крови

Aeromonas hydrophila Макрофаги (RAW264.7)

Anaplasma phagocytophilum Нейтрофилы

Bacilluis anthracis
Макрофаги (J774.A1, RAW264.7), мононуклеарные клетки 
периферичес кой крови

Borrelia hermsii Нейтрофилы

Bordetella bronchiseptica Макрофаги

Bordetella pertussis Макрофаги, нейтрофилы

Brucella abortus Макрофаги (RAW264.7), моноциты

Brucella melitensis Моноциты

Brucella suis Моноциты

Burkholderia cepacia Макрофаги (J774.2), нейтрофилы

Chlamydia pneumoniae Промиелоцитарные клетки (U937, THP-1), нейтрофилы

Chlamydia psittaci Макрофаги (J774)

Chlamydia trachomatis Макрофаги, нейтрофилы

Clostridium difficile Макрофаги, эозинофилы

Coxiella burnetii Промиелоцитарные клетки (THP-1)

Escherichia coli Моноциты, нейтрофилы

Francisella tularensis Макрофаги (J774)

Fusobacterium necrophorium Нейтрофилы

Fusobacterium nucleatum Нейтрофилы, мононуклеарные клетки периферической крови

Haemophilus somnus Нейтрофилы

Helicobacter pylori Макрофаги, моноциты, нейтрофилы

Legionella longbeachae Промиелоцитарные клетки (HL60)

Legionella pneumophila Моноциты, промиелоцитарные клетки (U937, HL60)

Leptospira interrogans Макрофаги (J774.A1)

Listeria monocytogenes Дендритные клетки, макрофаги, нейтрофилы

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica Нейтрофилы

Mycobacterium avium Макрофаги, моноциты

Mycobacterium bovis-BCG Макрофаги, моноциты, нейтрофилы

Mycobacterium kansasii Макрофаги, моноциты

Mycobacterium leprae Макрофаги

Mycobacterium tuberculosis Макрофаги, моноциты, нейтрофилы

Mycobacterium ulcerans Макрофаги (J774)

Mycoplasma fermentans Промиелоцитарные клетки (U937, HL60)

Parachlamydia acanthamoeba Макрофаги

Photobacterium damselae subsp. piscicida Макрофаги, нейтрофилы

Porphyromonas gingivalis Промиелоцитарные клетки (THP-1), нейтрофилы

Pseudomonas aeruginosa Дендритные клетки, макрофаги, нейтрофилы

Orientia (Rickettsia) tsutsugamushi Промиелоцитарные клетки (THP-1)

Salmonella choleraesuis Макрофаги

Shigella dysenteriae Макрофаги, нейтрофилы

Shigella flexneri Макрофаги, моноциты

Sphingobacterium spiritivorum Промиелоцитарные клетки (HL60)

Staphylococcus aureus Нейтрофилы

Streptococcus agalactiae Макрофаги, моноциты

Streptococcus pneumoniae Макрофаги, нейтрофилы

Streptococcus pyogenes Промиелоцитарные клетки (U937), нейтрофилы

Yersinia enterocolitica Макрофаги

Yersinia pestis Макрофаги

Yersinia pseudotuberculosis Макрофаги

Vibrio vulnificans Макрофаги
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ного «оксидативного баланса», «химического» 

микроокружения клетки [2, 27]. Таким образом, 

характеристика «апоптотической реактивности» 

лейкоцитов (термин предложен А.Н. Чередеевым 

и Л.В. Ковальчуком [3]) — соотношения между 

интенсивностью пролиферации и апоптоза при 

активации, чувствительности лимфоцитов к ре-

цепторным и нерецепторным апоптогенным 

сигналам, экспрессии про- и антиапоптогенных 

белков — чрезвычайно важна как в клинических, 

так и в экспериментальных исследованиях.

Как наиболее надежные, воспроизводимые 

и адекватные методы документации апоптоза 

в иммунологических исследованиях, рекомен-

дованные базовыми руководствами по имму-

нологическим методам [18], следует выделить 

следующие методики, связанные с проточной 

цитометрией: 1) идентификации характерных 

для апоптотирующих клеток изменений мем-

браны; 2) характеристика изменений структуры 

и содержания ДНК. К сожалению, большин-

ство этих методик не позволяют использовать 

цельную кровь, что важно при клинических 

исследованиях.

Развитие апоптоза уже на ранних этапах 

сопровождается снижением активности Mg2+-

зависимой аминофосфолипидтранслоказы, 

что приводит к нарушению «фосфолипидной 

ассиметрии» мембраны и появлению фосфа-

тидилсерина на наружном слое мембраны. 

Использование меченого флуорохромами ан-

тикоагулянта аннексина-V (An-V), который 

специфически связывается с фосфатидилсе-

рином в присутствии ионов Ca2+, и последую-

щий цитометрический анализ обеспечивают 

четкую идентификацию клеток, уходящих 

в апоптоз. Использование многопараметрово-

го анализа и одновременное «докрашивание» 

клеток красителями для нуклеиновых кислот 

(например, йодид пропидия, PI), которые не 

проникают в живые клетки, позволяет диф-

ференцировать клетки, находящиеся в ранней 

фазе апоптоза (An-V+PI–), позднем апоптозе 

(An-V+PI+) и мертвые клетки (An-V–PI+) (рис. 3). 

Весьма ценной является возможность одно-

временной оценки экспрессии мембранных 

маркеров и окрашивание An-V, что позволя-

ет охарактеризовать конкретную популяцию 

апоптотирующих клеток [28, 32]. В то же время 

«аннексиновый» метод не допускает фиксации 

и хранения клеток, требует строгого соблюде-

ния временного фактора при окрашивании.

Довольно распространенными, что связано 

с простотой выполнения, невысокими затра-

тами и возможностью длительного хранения 

клеток, являются методы, основанные на окра-

шивании клеток ДНК-связывающими флуоро-

хромами. Чаще всего используются йодид 

пропидия и 7-аминоактиномицин D (7-AAD). 

В этом случае клетки фиксируют этанолом, что 

обеспечивает, с одной стороны, «вымывание» 

низкомолекулярных фрагментов ДНК, с дру-

гой — фиксацию клеток. Затем клетки окра-

шивают флуорохромом в присутствии РНКазы 

и в процессе цитометрии выявляют так называ-

емый гиподиплоидный (суб-G1) пик на гисто-

граммах. Следует подчеркнуть, что, несмотря 

на довольно низкую точность идентификации 

апоптоза, данный подход оптимален для скри-

нинговых исследований, требующих анализа 

большого числа проб и характеризуется хоро-

шей воспроизводимостью (рис. 4).

В заключение следует отметить, что про-

цедуры измерения фагоцитарной активности, 

«кислородного взрыва» и апоптоза представ-

ляют собой многошаговый и многофакторный 

процесс, поэтому специалисты должны кон-

тролировать его на всех этапах. Однако высокая 

производительность современных цитометров 

и большие выборки анализируемых клеток де-

лают этот анализ более достоверным по сравне-

нию с микроскопией.

Рисунок 3 . Пример использования аннексина-V для анализа ранних стадий апоптоза

а — свежее выделенные лимфоциты; б — лимфоциты после инкубации с цитостатиком.
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Развитие современной клинической имму-

нологии, в том числе и инфекционной, требует 

применения максимально объективных тестов 

оценки функционального состояния различ-

ных типов фагоцитирующих клеток, таких как 

нейтрофилы, моноциты, макрофаги и дендрит-

ные клетки. Методы с использованием про-

точной цитометрии, представленные в данном 

обзоре, как раз и представляют новое высоко-

технологичное направление научных иссле-

дований. Данные подходы позволяют, с одной 

стороны, значительно расширить наши пред-

ставления о механизмах фагоцитоза, а с другой 

стороны, разработать более точные критерии 

нарушений функций фагоцитов при развитии 

патологических процессов, и, в первую оче-

редь, оценить дефекты в системе фагоцитирую-

щих клеток при инфекционной патологии. Все 

это в ближайшие годы найдет широкое при-

менение в клинической практике и значитель-

но улучшит качество диагностики первичных 

и вторичных нарушений функций фагоцитов.
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