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ВВЕДЕНИЕ
В биологии и медицине многие исследования ба-

зируются на использовании физических подходов к 

изучению живых систем – биофизике. Биофизиче-

ское направление позволяет изучать морфологию и 

функции биологических объектов на всех уровнях ор-

ганизации – от субмолекулярных структур до целост-

ного организма [1]. Удобным объектом для биофизи-

ческого исследования являются клетки животных и 

микроорганизмов, так как они обладают способно-

стью к постоянному самовоспроизводству, не требу-

ют повышенных материальных затрат и не вызывают 

этических затруднений. Клетки используют как для 

фундаментальных исследований, так и в качестве мо-

дельных систем для практических разработок [1, 3].

Биофизические подходы в исследовании клеток 

включают электрохимические (потенциометрия, 

«patch-clamp», электрофорез), электромагнитные 

(пульсация клеток, ядерно-магнитный резонанс), ра-

диобиологические и оптические методы [3, 4, 10, 25, 

27, 31, 43, 49]. При применении оптических методов 

изображения клеток и их структур могут быть полу-

чены 2 путями: 

•  с помощью регистрации проходящего или 

отраженного света – денситометрия, депо-

ляризация, проточная цитометрия, фазово-

контрастная и интерференционная морфоме-

трия [2, 4, 5, 9, 11];

• с помощью регистрации индуцированного 

флюоресцентного света [22, 29, 30]. 

Флюоресценция клеток достигается за счет при-

менения соответствующих красителей, которые 

связываются с определенной структурой клетки, 

сохраняя при этом способность флюоресцировать 

[19, 29]. Для окрашивания клеток используют как 

чистые флюорохромы (акридиновый оранжевый, 

DAPI и т.д.), так и флюорохромы, ассоциированные 

с определенными веществами (антитела в имму-

ноцитохимии, одноцепочечные комплементарные 

ДНК и ДНК-предшественники в цитогенетике). 

В результате под действием возбуждающего света 

определенной длины волны можно регистрировать 

флюоресценцию тех или иных участков исследуе-

мой клетки.

Одно из главных преимуществ флюоресцентных 

методов исследования – возможность анализа биоло-

гической полноценности клеток при непосредствен-

ном наблюдении самих клеток и их структур. Флю-

оресцентная микроскопия позволяет исследовать 

прикрепленные клетки независимо от оптической 

плотности субстрата. Другим важным преимуще-

ством является возможность комбинации несколь-

ких флюоресцентных красителей с разной длиной 

возбуждения флюорохрома, что позволяет проводить 

параллельный анализ разных структур в одной и той 

же клетке. Наконец, ряд флюорохромов дает возмож-

ность прижизненно окрашивать клеточные компо-

ненты и наблюдать динамические изменения клеток, 

такие, как внутриклеточный транспорт, секреция, 

процесс деления [39, 41, 44].
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СПОСОБЫ АНАЛИЗА 
ФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ КЛЕТОК
В клеточной биологии выделяют 2 основных на-

правления использования флюоресцентных методов: 

1-й – окрашивание ядерных компонентов (ДНК, 

РНК, белки хроматина и т.д.), 2-й – окрашивание 

компонентов цитоплазмы клеток.

Для окраски ядра эукариот часто применяют раз-

личные флюорохромы, характеризующиеся избира-

тельным связыванием с нуклеиновыми кислотами 

(DAPI, Hoechst, бромистый этидий, акридиновые 

красители), которые позволяют визуализировать 

контуры интерфазных клеточных ядер, митотиче-

ских и мейотических хромосом, микроядер [22, 29]. 

Преимуществами таких красителей являются про-

стота их применения и сравнительная дешевизна. Во 

многих работах используется флюоресцентное окра-

шивание ядерной ДНК с помощью DAPI или Hoechst 

для оценки общей архитектуры исследуемых кле-

ток, а также для подсчета их количества [17, 19, 21]. 

Однако связывание флюорохромных красителей с 

ядерной ДНК приводит к необратимым изменениям 

структуры хроматина клеток [21], что негативно ска-

зывается на их жизнеспособности [21, 50]. Поэтому 

флюоресцентное окрашивание нуклеиновых кислот 

применяют в основном для анализа химически фик-

сированных клеток или их выделенных хромосом 

(анализ топологии интерфазного хроматина, карио-

типирование, трехмерная реконструкция тканей и 

биотрансплантатов).

В биологической и медицинской цитогенетике 

активно используют метод FISH (fluorescence in situ 

hybridization) для флюоресцентного выявления ДНК 

отдельных хромосом и их фрагментов in situ, т.е. без 

разрушения клеток [29]. С этой целью применяют 

меченные флюорохромами одноцепочечные ДНК-

фрагменты, комплементарные определенным ге-

нетическим структурам исследуемых клеток. Такой 

подход позволяет проводить скрининг хромосомных 

анэуплоидий и аберраций у диплоидных клеток чело-

века в гематологии, онкологии, трансплантологии; 

клеток эмбрионов в пренатальный и предымпланта-

ционный (в случае экстракорпорального оплодотво-

рения) период; культивируемых клеток человека [38]. 

Отметим, что метод FISH осуществляют только на 

фиксированных клетках.

Для флюоресцентной окраски цитоплазмы, а 

также белковых компонентов ядер клеток широко 

используют методы иммуноцитохимии, в которых 

флюорохромный краситель, связанный с антителом 

или с другим высокоаффинным агентом, позволяет 

выявить внутриклеточную локализацию белковых 

молекул определенного типа. В результате представ-

ляется возможным оценить как внутреннюю тополо-

гию исследуемой клетки, так и ее химический состав 

[13, 23, 29]. Иммуноцитохимическое исследование 

позволяет оценить пролиферативную активность и 

степень дифференцировки клеток. Это имеет боль-

шое значение в хирургии, трансплантологии, гема-

тологии, онкологии, спортивной медицине. Однако 

для получения достоверных результатов с помощью 

иммуноцитохимии требуется предварительная хими-

ческая фиксация исследуемых клеток. Несмотря на 

несомненные достоинства, методы флюоресцентно-

го анализа фиксированных клеток не позволяют оце-

нить их биологическую полноценность в динамике.

Перспективным для морфофункционального 

анализа клеток представляется использование ви-

тальных (прижизненных) флюорохромных красите-

лей. Витальные красители – «красители, обладающие 

минимальной токсичностью, которые используют-

ся для выявления различных органелл и анализа их 

изменений в процессе жизнедеятельности клетки, 

а также для изучения различных физиологических 

явлений, происходящих в клетке» [18]. Анализ окра-

шенных флюорохромами клеток может проводиться 

в ручном (микроскопия) и автоматическом (проточ-

ная флюориметрия) режимах. Автоматический ме-

тод позволяет оценить большую выборку клеток (до 

500 тыс. за одно наблюдение) и удобен для количе-

ственного анализа структуры клеточной популяции, 

а также для выделения клеток определенного типа 

[35, 38]. Однако такой подход не является в полной 

мере морфофункциональным, так как не позволяет 

оценить функциональную активность наблюдаемых 

клеток. Поэтому главным способом морфофункцио-

нального анализа клеток, окрашенных витальными 

флюорохромными красителями, по-прежнему оста-

ется микроскопия.

Во флюоресцентной микроскопии для витальной 

окраски клеток чаще используют так называемые 

митотрекеры (MitoTrackers) – специфические зон-

ды, связанные с флюорохромами. Благодаря своей 

структуре эти зонды могут взаимодействовать с вну-

тренними компонентами клеточных органелл без 

нарушения их внутренней структуры, что позволяет 

наблюдать их в нефиксированных клетках в течение 

длительного времени [41]. 

Набор митотрекеров весьма велик – есть спец-

ифические красители для выявления цистерн гра-

нулярного эндоплазматического ретикулума (ЭПР), 

аппарата Гольджи, лизосом, митохондрий и т.д. [26, 

36, 41, 44]. В зависимости от целостности органеллы 

свечение митотрекера будет более или менее интен-

сивным. Например, прижизненный маркер митохон-

дрий родамин-123 окрашивает только митохондрии 

с высоким трансмембранным потенциалом (функ-

ционально активные митохондрии); при нарушении 

структуры митохондрий или снижении их функцио-

нальной активности свечение родамина-123 исчезает 

[23, 26]. Существующие методы видеомикросъемки 

позволяют автоматически оценить миграцию флюо-

ресцентной метки in vivo внутри клеток [30, 37]. Та-

кой подход позволяет оценить динамическую измен-
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чивость клеточных мембран, интенсивность работы 

вакуолярной системы, процессы внутриклеточного 

транспорта и энергообразования [7, 24, 37, 40]. При-

менение митотрекеров особенно эффективно при 

исследовании культивируемых клеток. Пожалуй, 

единственное ограничение для использования мито-

трекеров – их высокая стоимость.

Другим популярным направлением анализа при-

жизненной флюоресценции клеток служит исследо-

вание трансгенных животных и клеточных культур, 

содержащих гены флюоресцирующего белка GFP 

(green fluorescence protein) в разных модификациях 

[15, 45, 48]. Клетки, экспрессирующие ген GFP, под 

действием возбуждающего света способны флюорес-

цировать без всякого дополнительного окрашивания 

[45]. В результате появляется возможность морфо-

функционального анализа клеток внутри целостно-

го организма на разных стадиях эмбриогенеза [48]. 

Кроме того, введение в клеточный геном структур, 

кодирующих GFP-белок, позволяет добиться при-

жизненной флюоресценции мелких высокодиффе-

ренцированных клеток с уникальным строением или 

с малым набором органелл (нефотосинтезирующие 

бактерии, одноклеточные водоросли, клетки беспо-

звоночных) [38, 45]. Однако этот подход не применим 

для безъядерных клеток – тромбоцитов и эритроци-

тов млекопитающих, в том числе человека.

В последние десятилетия происходит массо-

вое создание банков клеток, позволяющих хранить 

в течение длительного времени (с использованием 

методов криоконсервирования) как стволовые, так 

и дифференцированные клетки. Особую важность 

представляет длительное хранение при низких тем-

пературах ауто- и аллогенных клеток человека для 

последующего применения в клинической практике. 

К ним относятся клетки костного мозга, пуповины, а 

также тромбоциты и эритроциты. 

Тромбоциты человека широко используются в 

клинической гематологии, трансфузиологии, реа-

ниматологии, травматологии, хирургии, акушерстве 

и гинекологии, онкологии, в связи с чем возникает 

проблема оценки качества этих клеток. Такую оценку 

осуществляют с помощью световой [12, 16], электрон-

ной [34] и атомно-силовой микроскопии [6] фик-

сированных тромбоцитов, однако любая фиксация 

не позволяет оценить реальную жизнеспособность 

и функциональную активность исследуемых клеток 

[18]. Наиболее перспективной представляется инте-

гральная оценка, включающая параллельный анализ 

целостности структуры тромбоцита и его функцио-

нальной активности с использованием методов ви-

тального окрашивания.

Однако в тромбоцитах человека большинство 

органелл, характерных для эукариотических клеток, 

отсутствуют (ядро, аппарат Гольджи) либо слабо раз-

виты (митохондрии, цистерны ЭПР), а окрасить эле-

менты цитоскелета витальными красителями очень 

трудно. Таким образом, проблема выбора витально-

го флюорохромного красителя для тромбоцитов по-

прежнему актуальна.

ВИТАЛЬНОЕ ФЛЮОРЕСЦЕНТНОЕ 
ОКРАШИВАНИЕ КЛЕТОК КРОВИ
Применение витальных красителей для иссле-

дования клеток крови человека во флюоресцентном 

микроскопе описано довольно узко [8, 13, 46]. Во 

многом это связано с тем, что почти все современные 

методы микроскопического исследования клеток 

крови основаны на изучении фиксированных пре-

паратов. Среди широко известных красителей для 

витального окрашивания клеток крови используют 

флюорохромы – пропидия йодид (для выявления 

мертвых клеток) и акридиновый оранжевый (АО). АО 

применяют для окраски нефиксированных ядросо-

держащих клеток крови, выявления ретикулоцитов, 

количественного анализа ДНК и РНК лимфоцитов 

в зависимости от степени активности хроматина [38, 

46, 50]. В настоящее время на примере культуры лим-

фоцитов, окрашенных АО, исследуют структуру ми-

тотических хромосом [50].

В норме тромбоциты не содержат ДНК-

компонентов (исключая кольцевой геном немного-

численных митохондрий), однако в ряде исследова-

ний АО используется для работы с тромбоцитами. 

Так, описана способность тромбоцитов накапливать 

АО в -гранулах, что позволяет видеть флюоресцен-

цию этих гранул методом проточной флюориметрии. 

После активации тромбоцитов тромбином в при-

сутствии Ca2+ флюоресценция гранул исчезает, а при 

действии блокатора активации (аминазина) – со-

храняется [39]. Недостаток этого, безусловно, очень 

ценного наблюдения заключается в том, что все ис-

следования проводились на проточном флюориметре 

без детального анализа морфологии тромбоцитов. 

По всей видимости, это было вызвано невозможно-

стью выявить отдельные тромбоциты, окрашенные 

только АО.

Помимо -гранул, АО обладает способностью 

накапливаться в гранулах, содержащих серотонин 

[39], а также в лизосомах и поздних эндосомах [21, 

40]. Считается, что такое избирательное накопление 

обусловлено пониженным рН в -гранулах и плотных 

тельцах, что обусловливает повышенное сродство АО 

с этими структурами тромбоцитов [39]. Следователь-

но, АО может быть применен для выявления -гранул 

и плотных телец в тромбоцитах. В других исследо-

ваниях АО используется в качестве внеклеточно-

го флюоресцирующего зонда, с помощью которого 

предлагается оценивать интенсивность эндоцитоза 

тромбоцитов [20]. Описана эндоцитозная активность 

тромбоцитов [13, 47]; более того, есть данные о спо-

собности тромбоцитов к уничтожению опухолевых 

клеток [28]; однако вряд ли эти функции являются 

определяющими в оценке биологической полноцен-
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ности тромбоцитов. Предложенный метод [20] не 

включает проведение микроскопического исследова-

ния и не позволяет оценить морфофункциональные 

параметры тромбоцитов. Более того, сама структура 

красителя АО указывает на то, что он способен сво-

бодно проникать в живые клетки независимо от уров-

ня их эндоцитозной активности.

Таким образом, АО может быть применен для 

витального окрашивания гранул тромбоцитов. Этот 

краситель окрашивает цитоплазму в тот же цвет, что 

и гранулы, в результате чего в витально окрашенных 

АО тромбоцитах часто не удается выявить гранулы 

отдельно от цитоплазмы [50]. Поэтому для витальной 

окраски тромбоцитов необходим еще один краситель, 

позволяющий дифференциально окрасить цитоплаз-

му клеток.

Для витального окрашивания цитоплазмы тром-

боцитов человека был выбран флюорохром трипафла-

вин. Как и АО, трипафлавин можно использовать для 

прижизненной окраски ядер [18], однако при окраске 

клеток трипафлавином наблюдается также флюорес-

ценция цитоплазмы [3, 18], хотя до сих пор точно не 

установлено, с какими именно цитоплазматически-

ми структурами взаимодействует трипафлавин. Ве-

роятно, трипафлавином окрашиваются мембранные 

компоненты, так как другой акридиновый краси-

тель – акридиновый желтый, сходный по структуре 

с трипафлавином, используется для прижизненной 

окраски мембран некоторых бактерий [22]. Кроме 

того, установлено повышенное сродство трипафла-

вина с глиальными клетками мозга [24] и мышечной 

тканью [48] при различных патологиях, связанных с 

накоплением в клетках нейтральных липидов. Таким 

образом, трипафлавин способен связываться с ней-

тральными липидами биологических мембран. Это 

его свойство весьма замечательно, поскольку позво-

ляет использовать трипафлавин для прижизненного 

окрашивания цитоплазмы клеток.

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 
ВИТАЛЬНО ОКРАШЕННЫХ ТРОМБОЦИТОВ
На основе трипафлавина и АО был разработан ви-

тальный флюорохромный краситель, позволяющий 

проводить морфофункциональный анализ тромбоци-

тов человека с помощью флюоресцентного микроско-

па [14]. Цитоплазма окрашенных тромбоцитов имеет 

зеленое свечение, гранулы – красно-оранжевое. Ви-

тально окрашенные тромбоциты разделяются на не-

сколько субпопуляций, различающихся по яркости 

свечения, количеству гранул на 1 клетку и функцио-

нальной активности. Показано, что функционально 

активными являются клетки, содержащие не менее 

3 визуально различимых гранул («клетки с гранула-

ми») – такие клетки способны к адгезии на стекле, а 

также к агрегации под действием индуктора. Яркость 

клеток с гранулами варьирует от 40 до 80 фут-кандел 

и позволяет оценить целостность их внутреннего со-

става (морфофункциональную активность). Самые 

яркие клетки с гранулами (60–80 фут-кандел) наи-

более устойчивы к действию внешних факторов (из-

менение рН, снижение температуры, действие ток-

сических веществ) и обладают наиболее выраженной 

функциональной активностью. Напротив, клетки с 

яркостью свечения <40 фут-кандел являются функ-

ционально неактивными и не проявляют адгезив-

ной и агрегационной активности. Морфология таких 

тромбоцитов разнообразна – среди них встречаются 

клетки дисковидные: округлые, с отростками, а так-

же клетки неправильной формы (деградирующие), 

однако все они не содержат гранул или содержат 1–2 

мелкие гранулы, часто связанные с клеточной обо-

лочкой.

Витальное окрашивание трипафлавином-АО по-

зволяет проводить морфофункциональный анализ 

тромбоцитов человека независимо от их концентра-

ции в пробе. Благодаря этому появляется возмож-

ность оценить биологическую полноценность тром-

боцитов при разных патологических состояниях, в 

том числе при тромбоцитопениях и тромбоцитозах, 

когда стандартные методы клинического анализа 

тромбоцитов (проточная цитометрия, агрегометрия, 

тромбоэластография) не могут быть использованы. 

Кроме того, витальная окраска тромбоцитов позво-

ляет оценить чувствительность тромбоцитов паци-

ентов к различным лекарственным препаратам, и 

прежде всего к препаратам-антиагрегантам (клопи-

догрел, ацетилсалициловая кислота и т.д.). Помимо 

клинико-диагностического применения, предложен-

ный метод может быть использован в клинической и 

производственной трансфузиологии с целью оценки 

качества концентрата тромбоцитов.

ФЛЮОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ: 
ДАЛЬНЕЙШИЕ НАПРАВЛЕНИЯ
Бурное развитие оптической техники в послед-

ние 20–30 лет позволило заметно улучшить качество 

получаемых флюоресцентных изображений клеток. 

В результате стало возможным исследовать клетки, 

витально окрашенные двумя и более флюресцент-

ными красителями, а также получать информацию 

о клеточных структурах с размером меньше клас-

сической разрешающей способности оптического 

микроскопа [24, 30, 32, 33]. В медицине использова-

ние современных методов флюоресцентной микро-

скопии представляется особенно перспективным в 

области биотехнологий, связанных с изготовлением 

биотрансплантатов, их трехмерной реконструкцией 

и моделированием [15, 17, 42]. Кроме того, исполь-

зование флюоресцентных методов анализа может 

быть эффективным способом контроля качества кле-

ток человека, используемых для клинических целей 

(эритроциты, тромбоциты, мезенхимальные клетки 

костного мозга, фибробласты и т.д.), а также в обла-

сти клинической диагностики различных патологий.
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Исходя из сказанного, можно заключить, что ме-

тоды витального флюоресцентного анализа клеток 

представляют большую ценность как для фундамен-

тальной науки, так и для прикладных исследований; 

их внедрение может стать существенным вкладом в 

развитие отечественной биологии и медицины.
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