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Резюме. Обзор посвящен анализу методологических подходов, применяемых в настоящее время 
для изучения апоптоза у беспозвоночных и позвоночных животных при помощи проточной цитоф-
люориметрии. Процесс апоптоза сопровождается специфическими изменениями морфологии и био-
химии клетки, характерными для всех эукариотических клеток. На представителях различных групп 
животных детально рассмотрены методы и подходы, позволяющие анализировать морфологические 
изменения клеток и изменения липидного состава их плазматических мембран, определять уровень 
активации внутриклеточных ферментов и компонентов каскада каспаз, степень фрагментации ДНК, 
так же как и нарушения функционирования митохондрий. Апоптоз является одним из ключевых меха-
низмов поддержания постоянства внутренней среды многоклеточного организма, и его оценка являет-
ся необходимой составляющей фундаментальных и прикладных исследований в экспериментальной 
биологии и иммунологии. Набор методов определения апоптоза достаточно велик, и предпочтение 
исследователя определяется конкретными задачами и техническими возможностями лаборатории.
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На современном этапе развития биологиче-
ской науки клетки рассматривается не только 
с точки зрения оценки той или иной их функции, 
но и с точки зрения их жизненного цикла. Жиз-
ненный цикл клеток включает в себя: процессы 
пролиферации, последующей дифференцировки 
и заканчивается их гибелью, в том числе и путем 
апоптоза. Апоптоз – это запрограммированная 
клеточная гибель. Данный термин был предложен 
группой английских ученых под руководством 
Джона Керра в 1972 году для описания процесса 
гибели лимфоцитов под действием глюкокорти-
коидов [35]. В дословном переводе он означает 
«опадание листьев» или «отделение лепестков 
от цветка», что, применительно к клетке, рассма-
тривается как образование апоптотических те-
лец, формирующихся на терминальных стадиях 
клеточной гибели. Следует также отметить, что 
в 2002 году Нобелевской премии по физиологии 
или медицине были удостоены Сидней Бреннер, 
Джон Э. Салстон и Роберт Г. Хорвиц за «открытие 
принципов генетического регулирования разви-
тия органов и запрограммированного отмирания 
клеток». Однако, несмотря на столь долгую исто-
рию исследований, интерес к механизмам ин-
дукции и регуляции процесса программируемой 
клеточной гибели не ослабевает. Причиной тому 
служит важнейшая роль этого процесса в раз-
личных аспектах функционирования многокле-
точных организмов [21]. Помимо элиминации 
измененных – поврежденных, дефектных, му-
тантных или инфицированных клеток, посред-
ством апоптоза реализуются процессы диффе-
ренцировки и морфогенеза при формировании 
тканей и органов. Кроме того, осуществляется 
поддержание клеточного гомеостаза уже сфор-
мированного организма, также как и его защита 
от патогенов при реализации защитных реакций 
[65]. Следует отметить, что апоптоз, как програм-
мируемая клеточная гибель, характерен для всех 
эукариот, начиная от одноклеточных простей-
ших и заканчивая высшими многоклеточными 
животными [3, 29, 36]. У большинства эукариот 
в развитии апоптоза традиционно выделяют три 
стадии: сигнальную или индукционную, эффек-
торную и терминальную или деградационную. 
Среди морфологических изменений, имеющих 
место в апоптотозирующей клетке, большинство 
исследователей выделяет следующие [66, 72, 73]:

– изменение формы клетки, обычно, клетка 
приобретает шарообразную форму;

– потеря поверхностных структур – микро-
виллей, псевдоподий и т.д.;

– изменение объема клетки (в зависимости 
от фазы апоптоза);

– конденсация хроматина в ядре и диссоциа-
ция ядрышек;

– фрагментация ядра, конденсация цитоплаз-
мы и формирование «апоптотических» телец 
на поздних стадиях апоптоза для облегчения фа-
гоцитоза и т.д.;

Отдельного внимания заслуживают биохими-
ческие изменения в клетках. К их числу относят-
ся:

– увеличение концентрации и активности 
проапоптотических белков, в первую очередь, 
белков семейства bcl-2;

– изменение активности и функций мито-
хондрий (нарушение мембранного потенциала, 
выход в цитоплазму цитохрома с и других бел-
ков, имеющих при физиологических условиях 
митохондриальную локализацию; увеличение 
концентрации в цитоплазме активных радикалов 
кислорода);

– запуск в цитоплазме каскада каспаз; 
– нарушение водно-солевого баланса цито-

плазмы (например, увеличение концентрации 
кальция, снижение концентрации воды);

– активация протеолитических ферментов 
(в первую очередь, различных сериновых протеаз 
и трансглютаминазы); 

– изменение липидного состава поверхност-
ной мембраны клетки;

– дефрагментация цитоскелета, в первую оче-
редь, за счет деполимеризации актиновых фила-
ментов в цитоплазме;

– изменения в структуре ДНК клетки вслед-
ствие активации эндонуклеаз и других фермен-
тов (фрагментация, появление однонитевых 
и низкомолекулярных фрагментов). 

При этом каждую из перечисленных выше 
стадий апоптоза, как и специфические измене-
ния морфологических и молекулярно-биохими-
ческих признаков апоптотизирующей клетки, 
можно оценить при помощи широкого спектра 
методов, включая проточную цитофлюориме-
трию. Выбор метода всецело зависит от той цели, 
которая поставлена перед исследователем. 

Оценка морфометрических характеристик кле-
ток при апоптозе

Для изучения морфологических изменений 
при апоптозе определяют параметры прямого 
(светорассеяние, измеряемое под углом 1-19°) 
и бокового светорассеяния (светорассеяние, из-
меряемое под углом 90°), характеризующие раз-
мер и структуру клетки [67]. При запуске апоптоза 
объем цитоплазмы клетки постепенно уменьша-
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ется, что приводит к снижению интенсивности 
прямого светорассеяния. Одновременно в клетке 
начинается конденсация хроматина и формиро-
вание его скоплений около ядерной мембраны, 
после чего на последней появляются инвагина-
ции и, в итоге, происходит фрагментация ядра 
с формированием так называемых «апоптотиче-
ских телец». Параллельно в цитоплазме происхо-
дит увеличение объема компонентов эндоплаз-
матической сети, а также конденсация гранул. 
Все эти события приводят к тому, что структура 
клетки усложняется, и, как следствие, значи-
тельно повышается сигнал бокового светорас-
сеяния, так как клетка «отражает» больше света 
в боковом направлении. На завершающих этапах 
апоптоза – фаза деградации клетки – заверша-
ется формирование апоптотических телец, при 
этом имеет место значительное уменьшение ин-
тенсивности обоих параметров светорассеяния. 
Примеры подобного рода исследований приве-
дены на рисунке 1. 

Следует отметить, что подобные методы оцен-
ки апоптоза в подавляющем числе случаев себя 
хорошо зарекомендовали при работе с суспен-
зионными клеточными культурами, например, 
с клетками линии HL-60 [14] или клетками лим-
фомы Беркитта [19]. Однако вопрос о целесоо-
бразности применения такого подхода при работе 
с циркулирующими клетками беспозвоночных, 
обладающих высокой адгезивной активностью, 
остается до настоящего времени открытым.  
Также вызывает вопрос оправданность использо-
вания подобного метода для исследования апоп-
тоза в клетках адгезионных культур и гомогенатах 
тканей. Поэтому в сравнительной иммунологии 
нашли свое применение методы оценки уровня 
апоптоза, описанные ниже. 

Методы и подходы к изучению активности ка-
спаз при апоптозе

Одну из ключевых ролей при инициации апоп-
тоза играют каспазы. Каспазы (от англ. caspases – 
cysteinyl aspartate-specific proteases) – это семей-
ство внутриклеточных цистеиновых протеаз, 
которые расщепляют аминокислотные после-
довательности белков-мишеней после остатка 
аспарагиновой кислоты [10]. Отличительной 
особенностью семейства каспаз является нали-
чие консервативной последовательности в со-
ставе активного центра – пентапептида QACXG 
(где Х – остаток аргинина, глютамина или гли-
цина). В центре данного пентапептида располо-
жен остаток цистеина (еще одно название этой 
группы ферментов – аспартат-специфичные 
цистеиновые протеазы), отвечающий за функ-

циональную активность этой группы ферментов. 
В клетках каспазы синтезируются в виде профор-
мы, состоящей из трех доменов: N-концевого 
регуляторного домена, а также большой и малой 
субъединиц. Образование активных форм каспаз 
происходит при помощи протеолитического рас-
щепления по связям между Asp-Xaa во внутрен-
них сайтах между доменами. В результате этого 
процесса происходит последовательное высво-
бождение малой, а потом и большой субъедини-
цы, так и удаление регуляторного домена. Остав-
шиеся большая и малая субъединицы формируют 
гетеродимер, который в дальнейшем связывается 
с аналогичным гетеродимером с образованием 
тетрамера – активной формы каспазы с двумя 
каталитическими участками. У различных пред-
ставителей млекопитающих описано 15 генов, 
кодирующих каспазы, из которых ферменты 
с порядковыми номерами 1, 4, 5, 11 и 13 не при-
нимают участие в запуске и реализации програм-
мируемой клеточной гибели [17]. Оставшиеся 
каспазы подразделяют на инициирующие (каспа-
за-2, -8, -9, -10 и -12) и эффекторные (каспазы-3, 
-6 и -7). Отличительной чертой инициирующих 
каспаз является наличие сложно организованно-
го продомена, на котором располагаются сайты, 
отвечающие за распознавание и взаимодействие 

Рисунок 1. Анализ морфометрических характеристик 
клеток при апоптозе
Примечание. Гистограммы А и В – клетки В-клеточной лимфомы, 
инкубация которых проходила в отсутствие (А) и присутствии (В) 
НА14-1 (из [67]); гистограммы С и D – клетки линии Jurkat поле 
24-часовой инкубаций в отсутствии (С) или присутствии антител 
к CD95 (из [64]). V – живые клетки, АР – клетки, вступившие в 
апоптоз; LA/N – клетки на стадии позднего апоптоза/некроза; DВ – 
клеточный дебрис.
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с регуляторными белками, следствием такого 
взаимодействия является активация эффектор-
ных прокаспаз [57]. Так, в случае рецептор-за-
висимого пути запуска апоптоза ключевая роль 
отводится активации инициирующей каспазы-8, 
в составе продомена которой имеются повторы 
DED для взаимодействия с белком FADD. При 
митохондриальном сигнальном пути индукции 
апоптоза ключевое место отводится каспазе-9, 
в составе которой находится домен CARD, отве-
чающий за связывание с аналогичным доменом 
белка APAF-1, что, в конечном итоге, приводит 
к формированию апоптосомы. Следует отметить, 
что оба эти пути направлены на активацию каспа-
зы-3 – одной из основных эффекторных каспаз 
[24]. К основным мишеням последних относятся 
белки и ферменты, отвечающие за фрагментацию 
ДНК (каспазазависимые эндонуклеазы, PARP), 
сохранение целостности ядерной мембраны (ла-
мины А, В и С), целостность цитоскелета клетки 
(актин, фодрин), передачу внутриклеточных сиг-
налов (некоторые изоформы протеинкиназы С и 
др.), а также белки-ингибиторы апоптоза (напри-
мер, антиапоптотические белки семейства bcl-2). 

В настоящее время существует два подхода, 
применяемых в проточной цитофлюориметрии 
для исследования активности каспаз. Первый 
основан на применении препаратов монокло-
нальных антител, способных специфически вза-
имодействовать с активными формами этих 
ферментов, и требует предварительной пермебиа-
лизации клеток. Однако у фирм-производителей 
можно приобрести антитела только для ключе-
вых модельных объектов, к которым, в первую 
очередь, относятся млекопитающие. Поэтому 
в рамках сравнительно-иммунологических ис-
следований наиболее перспективным представ-
ляется второй подход, который основан на при-
менении конъюгированных с флюорохромами 
ингибиторов каспаз. Данные ингибиторы полу-
чили в специализированной литературе название 
FLICA (от англ. fluorochrome-labeled inhibitors of 
caspases). Отличительной особенность FLICA яв-
ляется низкая токсичность и способность спон-
танно диффундировать через мембрану клеток, 
что позволяет избегать длительной и трудоемкой 
процедуры пробоподготовки, как это имеет ме-
сто в случае использования моноклональных ан-
тител при исследовании активности каспаз при 
помощи моноклональных антител [40].

Способность к избирательному взаимодей-
ствию соединений типа FLICA с каспазами об-
условлена строением молекул [66]. FLICA со-
стоят из трех основных частей: флюорохрома 
(это либо карбоксифлюоресцеин – FAM, либо 

флюоресцеин – FITC, или сульфородамина – 
SR), сайта из четырех аминокислот для взаимо-
действия со специфической каспазой, а также 
хлоро- или сульфометил кетона (CMK или FMK, 
соответственно). В состав сайта распознавания 
каспазы может входить последовательность ами-
нокислот, распознаваемая всеми активирован-
ными каспазами (VAD – распознает каспазы-1, 
-3 -4, -5, -7, -8 и -9), что позволяет рассматри-
вать такой субстрат в качества пан-каспазного 
маркера. Вместе с тем, для анализа активности 
конкретных каспаз существуют FLICA, в состав 
которых входят последовательности, напри-
мер, тетрапептиды DVAD, DEVD, VEID, YVAD, 
LETD, LEHD или AEVD, способные специфи-
чески взаимодействовать с каспазами-2, -3, -6, 
-1, -8, -9 или -10, соответственно. После взаи-
модействия FLICA с остатком цистеина актив-
ного центра каспазы формируются комплексы, 
не способные к диффузии из клетки, тем самым 
происходит накопление этих ингибиторов ка-
спаз в апоптотических клетках. Так как в соста-
ве молекулы FLICA входит флюоресцирующий 
фрагмент, то это позволяет отличить апоптози-
рующие – флюоресцирующие – клетки от живых 
[53]. Иногда по завершении инкубации образ-
ца с FLICA добавляют дополнительные агенты, 
применяемые для изучения апоптоза и позво-
ляющие повысить информативность исследо-
ваний, например, аннексин V. Так, применение 
подобной комбинированной окраски клеток по-
зволило доказать, что активация каскада каспаз 
предшествует изменению липидного состава ци-
топлазматической мембраны [53]. Для исследо-
вания более поздних стадий апоптоза применя-
ют комбинированную окраску FAM-VAD-FMK 
и ДНК-связывающими красителями, например, 
PI, как это приведено на рисунке 2. 

В силу своей универсальности аннексин V 
нашел широкое применение и в сравнительно-
иммунологических исследованиях. В настоя-
щее время целый ряд представителей семейства 
каспаз описан у большинства групп животных, 
к числу которых относятся кишечнополостные 
[38], членистоногие [12], моллюски [71] и игло-
кожие [55]. Однако из-за отсутствия препаратов 
антител, конъюгированных с флюорохромами, 
методы определения каспаз не нашли широкого 
применения в сравнительно-иммунологических 
исследования у представителей данных групп 
животных. Так, в литературе встречается одиноч-
ные упоминания об использовании FAM-VAD-
FMK в рамках экспериментов по индукции апоп-
тоза ионами цинка в гемоцитах насекомых Musca 
domestica и Drosophila melanogaster [27]. 
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Исследование асимметрии плазматической мем-
браны клеток при помощи аннексина V, конъюгиро-
ванного с флюоресцентными красителями

Еще одним универсальным методом исследо-
вания апоптоза является анализ липидного со-
става плазматической мембраны клеток. Как уже 
отмечалось выше, при запуске апоптоза имеет 
место изменение распределения различных бел-
ков, гликопротеинов и фосфолипидов между на-
ружными и внутренними билипидными слоями 
клеточной мембраны. В большинстве эукарио-
тических клеток на наружной стороне мембраны 
преобладают нейтрально заряженные холинсо-
держащие (фосфатидилхолин и сфингомиелин) 
фосфолипиды, в то время как для внутренней – 
обращенной к цитоплазме – стороны мембраны 
характерно доминирование отрицательно за-
ряженных липидов – фосфатидилэтаноламина, 
фосфатидилсерина и фосфатидилинозита. Од-
нако такое распределение не является абсолют-
ным – липиды способны спонтанно переходить 
из одного слоя мембраны в другой, это явление 
получило название “flip-flopping”. Поддержание 
ассиметричного расположения липидов являет-
ся АТФ-зависимым процессом и связано с эф-
фективностью работы липидных транспортеров 
(транслоказ) – белков семейств флиппаз (пере-
мещение липидов из внешнего слоя мембраны 
во внутренний) и флоппаз (перенос из внутрен-
него слоя липидов в наружный). Запуск апоптоза, 
сопровождающийся снижением концентрации 

АТФ внутри клетки, вызывает изменения в ра-
боте широкого спектра внутриклеточных фер-
ментов, что и сказывается на нарушении асим-
метрии клеточной мембраны апоптотирующей 
клетки [63]. В поверхностном слое мембраны 
апоптотических клеток в большем, по сравне-
нию с живыми клетками, количестве появляются 
молекулы фосфатидилсерина. Кроме того, суще-
ственную роль в данном процессе может играть 
фермент под названием скрамблаза, отвечаю-
щий за перенос отрицательно заряженных ли-
пидов из внутреннего липидного слоя мембраны 
во внешний. Активация данного фермента может 
являться следствием повышения концентрации 
Са2+ на ранних этапах апоптоза. Биологический 
смысл экстернализации – появления в наружном 
слое – фосфатидилсерина очень прост и логичен, 
так как данный липид распознается рецепторами 
макрофагов, что приводит к быстрому удалению 
из тканей как клеток, вступивших на путь апоп-
тоза, так и сформировавшихся апоптотических 
телец при помощи фагоцитоза [18]. 

В проточной цитофлюориметрии для иссле-
дования асимметрии мембраны апоптозирую-
щих клеток, а именно для выявления фосфати-
дилсерина, используют конъюгаты аннексина 
V с различными флюорохромами (обычно FITC 
или РЕ). Аннексин V, также известный как ан-
нексин А5 или плацентарный антикоагулянтный 
протеин, является глиткопротеином семейства 
аннексинов с молекулярной массой около 35-36 

Рисунок 2. Изучение активности каспаз при индукции апоптоза [66]
Примечание. Гистограмма А – контроль, гистограммы В – индукция апоптоза брефельдином А в клетках В-клеточной лимфомы. По оси 
абсцисс – интенсивность флюоресценции FAM-VAD-FMK, зеленая часть спектра; по оси ординат – интенсивность флюоресценции PI. 
Область 3 – живые клетки, область 4 – ранний апоптоз (активированные каспазы в цитоплазме, целостность поверхностной мембраны 
не нарушена), область 2 – поздний апоптоз/некроз (активированные каспазы в цитоплазме, имеет место фрагментация поверхностной 
мембраны), область 1 – некроз (каспазы не активны, целостность поверхностной мембраны нарушена).
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кДа. В присутствии ионов кальция этот белок 
способен взаимодействовать с отрицательно за-
ряженными фосфолипидами, при этом он обла-
дает очень высоким сродством к фосфатидилсе-
рину (константа диссоциации около 5 × 10-10 M). 
Некоторые исследователи считают, что благодаря 
экранированию аннексином V фосфатидилсери-
на на поверхности гибнущих клеток и апоптоти-
ческих телец происходит снижение прокоагуля-
рой и провоспалительной активности последних 
[7]. Следует отметить, что процессы, связанные 
с изменением мембранного потенциала мито-
хондрий и активацией каспазы-3, предшествуют 
появлению фосфатидилсерина во внешнем слое 
мембраны, а перестройка цитоскелета клетки 
и нарушение целостности мембраны происходят 
несколько позднее. Именно поэтому существует 
множество вариантов комбинирования окраски 
клеток аннексином V и другими маркерами, на-
правленными на выявления как ранних, так и бо-
лее поздних фаз апоптоза [67]. 

В настоящее время наиболее распространен-
ным и широко применяемым методом исследова-
ние апоптоза является окрашивание клеток при 
помощи аннексина V, конъюгированного с FITC, 
и красителей ДНК (обычно PI или 7-AAD). Эта 
методика нашла применение в сравнительно-им-
мунологических исследованиях на весьма широ-
ком круге объектов, к числу которых относятся 
губки [33], различные виды насекомых [27, 45], 
моллюски [5, 56], колониальные асцидии Botryllus 
schlosseri [11], не говоря уже о представителях по-
звоночных животных [23]. 

Принцип этого метода заключается в сле-
дующем. В нормальных живых клетках на по-
верхностной мембране фосфотидилсерин пред-
ставлен в минимальном количестве, поэтому 
взаимодействие аннексина V с клетками не-
значительно. Однако флюоресценция клеток, 
инкубация которых происходила в отсутствие 
AnnV-FITC, все равно будет несколько ниже та-
кой живых, но окрашенных AnnV-FITC, клеток. 
Кроме того, клеточная мембрана, сохраняющая 
свою целостность, не проницаема для ДНК-
связывающих красителей. Следовательно, такие 
клетки будут негативны как по аннексину-FITC, 
так и по йодистому пропидию (AnnV-FITC–PI–). 
На ранней стадии апоптоза молекулы фосфати-
дилсерина появляются на поверхности клеток, 
что делает их доступными для взаимодействия 
AnnV-FITC в присутствие двухвалентных катио-
нов кальция (процесс связывания AnnV со своим 
лигандом, как уже отмечалось, является Са2+-
зависимый). Следствием этого взаимодействия 
является увеличение интенсивности флюорес-

ценции гибнущих клеток по 2, в котором осу-
ществляется детекция флюоресценции FITC. 
Потеря мембранной асимметрии в динамике раз-
вития апоптоза по времени совпадает с запуском 
конденсации хроматина и фрагментации ДНК.

Однако непроницаемость для ДНК-
связывающих красителей клеточной мембраны 
еще сохраняется, так как ее нарушение имеет 
место на более поздних стадиях клеточной ги-
бели. Поэтому на гистограммах флюоресценции 
клетки (как это показано на рисунке 7В), нахо-
дящиеся на ранних стадиях апоптоза, будут ха-
рактеризоваться как позитивные по AnnV-FITC 
и негативные по PI (AnnV-FITC+PI–). Вместе 
с тем, клетки, находящиеся на поздней стадии 
апоптоза или уже погибшие, будут позитивны 
по обоим маркерам (AnnV-FITC+PI+). Это про-
исходит в связи с тем, что асимметрия мембран 
уже нарушена, начиная с ранних стадий апоп-
тоза, а на поздних стадиях апоптоза клеточная 
и ядерная мембраны становятся проницаемы-
ми для ДНК-связывающих красителей. Такими 
же характеристиками флюоресценции могут об-
ладать и некротические клетки, поскольку име-
ют разрушенную мембрану, в результате чего 
AnnV-FITC и PI свободно проникают в клетки 
и взаимодействуют со своими лигандами. Кроме 
того, некротические клетки могут не окраситься 
AnnV-FITC, за счет разрушения цитоплазматиче-
ской мембраны, но быть позитивными при окра-
ске PI (AnnV-FITC–PI+). 

Описанный выше метод успешно зарекомен-
довал себя при работе с суспензионными куль-
турами клеток. Вместе с тем, существенное вли-
яние на качество получаемых результатов может 
оказывать уровень активации клеток, например, 
активация и дегрануляция гранулоцитов (нейтро-
филы, базофилы), способствующие появлению 
на поверхности клеток молекул фосфатидилсе-
рина. Существенный вклад в увеличение связы-
вания аннексина V с поверхностью клеток могут 
внести некоторые технологические особенности 
стадий подготовки образца, например, приме-
нение растворов, содержащих трипсин, или ме-
ханические воздействия на клетки образца при 
отделении их от субстрата. Все это может приве-
сти к появлению большого числа поврежденных 
клеток, и, как следствие, будет сопровождаться 
завышенным числом апоптотических клеток. 
Отдельного внимания заслуживает настройка на-
пряжения на детекторах для регистрации уровня 
экспрессии аннексина V. Для настройки следу-
ет использовать содержащие апоптотические 
клетки образцы, окраска которых протекала при 
условиях полностью аналогичных таковым экс-
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периментальных проб (позитивный контроль). 
Следует избегать применения неокрашенных 
клеток для настройки данного канала. Это об-
условлено тем, что поскольку в любой живой 
клетке процессы “flip-flopping” идут постоянно, 
то незначительное число молекул аннексина V 
будет взаимодействовать с поверхностью живых 
клеток. Снижение числа апоптотических клеток 
может быть вызвано отсутствием в среде для по-
становки реакции двухвалентных катионов каль-
ция, так как взаимодействие аннексина V с фос-
фотидилсерином является кальций-зависимым 
процессом. Поэтому в пробы следует добавлять 
«связывающий буфер» следующего состава: 10 
mM HEPES, 140 mM NaCl и 3,3 mM CaCl2 [5] 
или 140 mM NaCl, 5 mM CaCl2 и 10mM HEPES 
[23]. Также необходимо помнить, что осмотич-
ность среды для постановки реакции и ее рН 
должны соответствовать физиологическим зна-
чениям для каждого конкретного типа живых 
организмов. При использовании для постановки 
реакции коммерческих наборов данный буфер 
входит в комплект набора «по умолчанию», и его 
применение рассчитано для постановки реакции 
с клетками млекопитающих. Описанная выше 
методика были использована в эксперимен-
тах с гемоцитами мидии Mytilus galloprovincialis 
для оценки влияния фактора некроза опухолей α 
(TNFα) на жизнеспособность клеток [5]. Суще-
ственным преимуществом применения аннекси-
на V, конъюгированного с флюорохромами, при 
изучении апоптоза является возможность ком-
бинировать этого красителя с моноклональны-
ми антителами. Так, этот подход был применен 
для определения уровня апоптоза В-лимфоцитов, 

в рамках исследования влияния температурного 
стресса на эффективность функционирования 
системы приобретенного иммунитета обыкно-
венного карпа Cyprinus carpio [23]. Результаты од-
ного из экспериментов приведены на рисунке 3. 

Изучение функций митохондрий при апоптозе 
методом проточной цитофлюориметрии

Нарушение функций митохондрий клетки 
является еще одним универсальным признаком 
апоптоза, характерным для эукариотических ор-
ганизмов [1]. В результате этого происходит вы-
свобождению в цитоплазму проапототических 
факторов – цитохром с, AIF (apoptosis inducing 
factor – «фактор индуцирующий апоптоз»), 
Smac/DIABLO, эндонуклеазы G, а также про-
форм каспаз 2, 3 и 9 – индуцирующих каскад 
каспаз [50]. Выход этих белков может реализо-
ваться как за счет разрыва митохондриальных 
мембран, так и за счет активации специфических 
каналов во внешней мембране митохондрий. 
Любое из приведенных выше событий сопрово-
ждается изменением проницаемости внутренней 
мембраны митохондрий для протонов Н+, что 
и приводит к изменению мембранного потен-
циала митохондрий (ΔΨm). Методы изучения 
мембранного потенциала митохондрий при по-
мощи проточной цитофлюориметрии основаны 
на применении катионных липофильных краси-
телей, которые в литературе получили название 
«митохондриальных зондов». Принцип работы 
этих красителей очень прост – липофильные 
зонды спонтанно проникают через билипидные 
мембраны (поверхностную мембрану клетки, 
а также внешнюю и внутреннюю мембраны мито-
хондрий) и накапливаются в областях с высокой 

Рисунок 3. Влияние температурного стресса уровень апоптоза в лимфоцитах обыкновенного карпа C. carpio [23]
Примечание. Гистограмма А – образец контрольной группы; гистограмма В – образец экспериментальной группы (4 часа холодового 
шока). По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции AnnV-FITC; по оси ординат – интенсивность флюоресценции WCI 12 антител 
мыши против H-целей иммуноглобулина М карпа, выявленных при помощи конъюгированных с РЕ антител козы против мыши. Область 
1 – нормальные В-клетки карпа, область 2 – апоптотизирующие В-клетки; область 3 – нормальные лимфоциты (не В-клетки); область 4 – 
апоптотизирующий лимфоциты (не В-клетки) карпа. 
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концентрацией протонов, то есть под внутренней 
мембраной митохондрий. Этот эффект сопрово-
ждается изменением интенсивности флюорес-
ценции клеток, что и регистрируют при анализе 
на проточном цитофлюориметре. В том случае, 
если концентрация протонов снижена – сниже-
ние ΔΨm – накопление красителя, и, как след-
ствие, интенсивность его флюоресценции, будут 
снижены. Тем самым исследователь может отли-
чить интактные клетки с эффективно функцио-
нирующими митохондриями (и, как следствие, 
высокой интенсивностью флюоресценции), 
от гибнущих или мертвых клеток, в которых 
функционирование митохондрий нарушено. 
Как следствие, такие клетки обладают понижен-
ной интенсивностью флюоресценции [13]. Боль-
шинство используемых красителей, в зависимо-
сти от химической природы, относятся к трем 
основным группам соединений: родаминовые 
(родамин 123 (Rh123), этиловый (TMRE) и ме-
тиловый (TMRM) эфиры тетраметилродамина), 
карбоцианиновые (5,5’-6,6’-тетрахлоро-1,1’,3,3’-
тетраэтилбензамидазолкарбоцианин (JC-1), йо-
дистый 3,3’-диметил-α-нафтоксакарбоцианина 
(JC-9), йодид 3,3’-дигексилоксакарбоцианина – 
DiOC6(3)) и родаминовые красители MitoTracker 
(см. табл. 1). 

К наиболее распространенным красителям, 
которые применяются для оценки мембранного 
потенциала митохондрий, относятся DiOC6(3), 
Rh123, TMRE и некоторые другие. Чаще все-
го в литературе можно найти упоминания 
о DiOC6(3) и Rh123. Максимумы эмиссии этих 
красителей находится в зеленой части спектра, 
а для их возбуждения применяют источник све-
та с длинной волны около 490 нм. При сниже-
нии ΔΨm наблюдается снижении интенсивности 
флюоресценции этих красителей, что и позволя-

ет отличить живые клетки от клеток, в которых 
произошел запуск апоптоза. 

Родамин 123 (Rh123) был самым первым 
флюоресцентным красителем, примененным 
для окрашивания митохондрий живых клеток 
[34]. Благодаря своим липофильным свойствам 
Rh123 спонтанно диффундирует через плазма-
тическую мембрану клетки, а наличие катион-
ных свойств помогает ему преимущественно 
накапливаться в эффективно функционирую-
щих митохондриях, несущих заряд на своей вну-
тренней мембране. Вместе с тем, данный краси-
тель может спонтанно окрашивать компоненты 
эндоплазматической сети и аппарата Гольджи. 
Снизить это неспецифическое окрашивание по-
зволяет дополнительная отмывка клеток избыт-
ком физиологического раствора по завершении 
инкубации с красителем. Это связано с тем, что 
в клетках с нарушенным мембранным потенци-
алом митохондрий краситель способен с одина-
ковой скоростью как проникать через мембрану 
внутрь, так и выходить наружу. Обычно Rh123 
применяется в концентрациях не более 0,5 мкМ 
или 0,1 мкг/мл, так как увеличение концентра-
ции сопровождается усилением неспецифиче-
ского окрашивания. Для приготовления маточ-
ных (стоковых) растворов используют ДМСО, 
после чего полученный раствор красителя алик-
вотируют и хранят при –20 °С до использования. 
Рабочие растворы готовят на среде, аналогичной 
той, что применяют для культивирования клеток. 
Для исследования апоптоза, как правило, при-
меняют комбинированную окраску родамином 
123 (флюоресценция в зеленой области спектра), 
и йодистым пропидием, максимум эмиссии ко-
торого приходится на красную часть спектра. 
Подобный подход позволяет выделить живые 
клетки с функционирующими митохондрия-
ми по интенсивному свечению Rh123 и целост-

ТАблИцА 1. КРАсИТелИ, ПРИменяемые для ИсследоВАнИя мембРАнного ПоТенцИАлА мИТохондРИй [13]

Краситель Максимум возбуждения, нм Максимум испускания, нм
DiOC6(3) 484 501
Родамин 123 507 529

JC-1 514 529 (мономеры)
590 (J-агрегаты)

JC-9 522 535 (мономеры)
635 (J-агрегаты)

TMRE 549 574
TMRM 548 573
RedoxSensor Red CC-1 540 600
MitoTracker CMXRos 551 576
MitoFluor Red 584 604 637
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ной поверхностной мембраной, непроницаемой 
для PI. Клетки, находящиеся на ранних стадиях 
апоптоза, будут негативны по обоим красите-
лям (мембранный потенциал митохондрий на-
рушен, но поверхностная мембрана еще сохра-
няет свою целостность), а при позднем апоптозе 
и некрозе клетки будут окрашиваться только PI. 
Широкое применение этот метод находит и в 
работах на низших позвоночных и беспозво-
ночных животных – морских ежах Anthocidaris 
crassispina [44], представителях двустворчатых 
и брюхоногих моллюсков [2], а также костных 
рыбах Oncorhynchus mykiss [4]. Примером подоб-
ного рода исследования может служить работа 
Lu и Wu (2005), посвященная изучению влияния 
ультрафиолетового излучения на жизнеспособ-
ность сперматозоидов морского ежа A. crassispina 
[44]. Результаты анализа контрольной и экспери-
ментальной проб приведены на рисунке 4.

Особенностью DiOC6(3) является и то, что 
для исследования функций митохондрий его сле-
дует применять в низких, по сравнению с Rh123, 
концентрациях (10-20 нМ), так как в концентра-
циях свыше 50 нМ он спонтанно связывается 
с мембранами клеток и компонентами эндоплаз-
матической сети. Кроме того, его лучше исполь-
зовать для исследования гомогенных клеточных 
популяций, так как на интенсивность окраски 
митохондрий влияет как соотношение клетки/
краситель, так и физиологическое состояние 
клеток и т.п. Данный краситель был использован 
для работ на циркулирующих гемоцитах устрицы 
Ostrea edulis [54]. При постановке экспериментов 
DiOC6(3) вносили к суспензии гемоцитов в фи-
нальной концентрации 2 мкМ, и после 5 минут-
ной инкубации проводили анализ в проточном 
цитофлюориметре. 

С использованием данного красителя авто-
рам удалось выделить три популяции гемоцитов 
моллюска (рис. 5). Малые гиалиноциты, харак-
теризовались низким значением флюоресцен-
ции красителя DiOC6(3) и низкими значениями 
параметров прямого и бокового светорассеяния 
(область R1 на гистограмме А). Большие гиа-
линоциты, имевшие промежуточные значения 

Рисунок 4. Влияние ультрафиолетового излучения на жизнеспособность сперматозоидов морского ежа 
A. crassispina [44]
Примечание. Гистограмма А – контроль, гистограмма В – сперматозоиды, подвергнутые ультрафиолетовому облучению мощностью  
27 кДжм-2 на протяжении получаса. По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции PI, по оси ординат – интенсивность флюоресценции 
родамина 123. Область 1 – живые клетки, область 3 – ранний апоптоз клеток, область 4 – поздний апоптоз/некроз клеток. 

интенсивность флюоресценции йодистого пропидия

ин
те

нс
ив

но
ст

ь 
фл

юо
ре

сц
ен

ци
и R

h1
23

100 101 103 104102 100 101 103 104102
100

101

103

102

104

А B

1 2
3 4

1 2
3 4

Рисунок 5. Исследование мембранного потенциала 
митохондрий гемоцитов устрицы O. edulis [54]
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по перечисленным выше параметрам (область R2 
на гистограмме А). В состав третьей популяции 
входили гранулоциты с высокой интенсивность 
флюоресценции DiOC6(3) и характеризовавши-
еся крупными размерами и сложной структурой 
цитоплазмы по сравнению с остальными популя-
циями гемоцитов (область R3 на гистограмме А). 
Полученные при помощи проточной цитофлюо-
риметрии результаты о соотношении клеточных 
популяций в гемолимфе устриц соответствова-
ли данным литературы, где для этих целей были 
применены методы световой микроскопии. Вме-
сте с тем, авторы сделали вывод о том, что мито-
хондрии гранулярных клеток обладают большим 
по сравнению с остальными клетками мембран-
ным потенциалом, что могло быть связаны с из-
бытком красителя DiOC6(3), использованного 
для окраски митохондрий. 

Еще одним флюорохромом, применяемым 
для исследования ΔΨm, является краситель JC-1,  
для возбуждения которого также используется 
лазер с длинной волны около 490 нм. Благодаря 
своим липофильным свойствам мономеры этого 
красителя способны спонтанно проникать че-

рез мембрану в цитоплазму клеток. Так как JC-1 
является катионным красителем, то его концен-
трация будет максимальной в местах с повышен-
ным содержанием протонов, следовательно, эти 
мономеры будут устремляться в митохондрии, 
где в пространстве под внутренней мембраной 
концентрация протонов будет максимальной. 
В состоянии мономера JC-1 обладает максиму-
мом эмиссии в зеленой части спектра. Однако 
при высоких концентрациях красителя, фор-
мирующихся в эффективно функционирующих 
митохондриях (-140 mV), мономеры способны 
формировать агрегаты, получившие название 
«J-агрегатов». Формирование J-агрегатов сопро-
вождается смещением эмиссии в красную часть 
спектра с максимумом около 590 нм. Однако при 
деполяризации митохондриальной мембраны – 
снижении ΔΨm, что рассматривается в качестве 
раннего признака апоптоза, JC-1 в меньшей сте-
пени накапливается внутри митохондрии и оста-
ется в цитоплазме в виде мономерной формы. 
Следовательно, при анализе с использованием 
проточного цитофлюориметра в апототизирую-
щих клетках максимум эмиссии JC-1 будет сме-

Рисунок 6. Исследование мембранного потенциала митохондрий при помощи красителей JC-9 и TMRM в клетках 
В-клеточной лимфомы человека [66, 67]
Примечание. Гистограммы А и B: по оси абсцисс – интенсивность флюоресценции J-мономеров; по оси ординат – интенсивность 
флюоресценции J-агрегатов. Гистограмма А – контрольная проба; гистограмма В – индукция апоптоза при помощи анти-CD95 антител. 
Гистограммы С и D: по оси абсцисс – прямое светорассеяние, по оси ординат – интенсивность флюоресценции TMRM. Гистограмма 
А – контрольная проба, гистограмма В – индукция апоптоза при помощи циклогексимида. Область 1 – живые клетки с нормально 
функционирующими митохондриями; область 2 – клетки со сниженным мембранным потенциалом митохондрий.
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щаться от красной области спектра к его зеленой 
части, как это показано на рисунке 6. Именно это 
свойство красителя было использовано при ис-
следовании способности фомезафена, применя-
емого в качестве гербицида, вызывать апоптоз ге-
моцитов брюхоногого моллюска Lymnaea stagnalis 
[58]. 

Отдельного внимания заслуживают липофиль-
ные родаминовые соединения TMRE и TMRM. 
Они способны спонтанно проникать через по-
верхностную мембрану клеток и специфически 
накапливаться в поляризованных мембранах ми-
тохондрий, а не других органеллах клетки. При 
деполяризации митохондриальной мембраны 
этот процесс нарушается, и, как следствие, имеет 
место снижение флюоресценции, что и позволя-
ет отличить погибшие клетки от живых. Поэто-
му при настройке прибора в качестве контроля 
необходимо использовать образцы, содержащие 
нормальные живые клетки, что позволяет быстро 
оценить уровень флюоресценции живых клеток 
и корректно установить зоны анализа. Суще-
ственным преимуществом этих красителей яв-
ляется то, что анализ образцов на проточном ци-
тофлюориметре можно проводить сразу после их 
добавления к клеткам без дальнейших манипу-
ляций. На рисунке 6 приведен пример использо-
вания TMRM для определения апоптоза. Кроме 
того, показано, что параллельно со снижением 
мембранного потенциала митохондрий проис-
ходит изменение морфологических параметров 
исследуемых клеток (в данном случае – сниже-
ние интенсивности прямого светорассеяния, 
характеризующего размер исследуемых клеток). 
Краситель TMRM в финальной концентрации 
40 нМ был применен для изучения влияния на-
ночастиц углерода на жизнеспособность гемоци-
тов двустворчатого моллюска M. galloprovincialis 
[8]. Было показано, что частицы в максимальной 
концентрации 10 мкг/мл вызывали снижение 
мембранного потенциала митохондрий гемоци-
тов, что трактовалось авторами как проявления 

токсического эффекта препарата. Для подтверж-
дения полученных результатов авторы применя-
ли еще и методику оценки общего количества 
митохондрий в гемоцитах с использованием кра-
сителя MitoTrackerGreen FM-MT. В этом случае 
инкубация гемоцитов осуществлялась в присут-
ствие данного красителя в финальной концен-
трации 50 нМ в течение 30 минут при физиологи-
ческих условиях. Показано, что внесение частиц 
в концентрациях 10 мкг/мл также, как и в случае 
применения TMRM, сопровождалось снижени-
ем интенсивности флюоресценции красителя, 
что рассматривалось в качестве снижения мас-
сы митохондрий в гемоцитах. Следует отметить, 
что краситель MitoTrackerGreen MT относится 
к группе митохондриальных красителей, флюо-
ресценция которого не зависит от мембранного 
потенциала митохондрий. Основные красители, 
составляющие эту группу, приведены в таблице 2. 

В проточной цитофлюориметрии, как и 
в флюоресцентной микроскопии, эта группа 
красителей применяется для выявления мито-
хондрий в клетках, при этом флюоресценция 
клеток строго пропорциональна содержанию 
в них этих органелл или их массе, что обусловле-
но способностью красителей взаимодействовать 
со специфическими структурами митохондрий. 
Например, Mito-ID Red и нонил акридиновый 
оранжевый специфически взаимодействуют 
с липидами внутренней мембраны митохондрий, 
а именно с кардиолипином. MitoTracker Green 
в виде нефлюоресцирующего соединения про-
никает через поверхностную мембрану и изби-
рательно накапливается в митохондриях. После 
проникновения под внутреннюю мембрану ми-
тохондрий этот краситель способен выборочно 
взаимодействовать с остатками цистеина в со-
ставе митохондриальных белков, в результате 
чего переходит во флюоресцирующую форму 
с максимумом эмиссии в зеленой области спек-
тра. Аналогичным свойством обладают и осталь-
ные красители группы MitoTracker, интенсив-

ТАблИцА 2. КРАсИТелИ, ПРИменяемые для ИсследоВАнИя мИТохондРИй [13]

Краситель Максимум 
возбуждения, нм

Максимум 
испускания, нм Лиганды

MitoTracker Green MT 490 516 Свободные тиольный группы 
остатков цистеина

MitoFluor Green 489 517 аналогично
Nonyl Actidine Orange 495 519 кардиолипин
MitoFluor Red 589 588 622 неизвестно
MitoTracker Red 580 581 644 Хлорометильные группы 

аминокислотных остатковMitoTracker Deep Red 633 644 665
Mito-ID Red 558 690 кардиолипин
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ность флюоресценции которых также не зависит 
от мембранного потенциала митохондрий. Сле-
дует отметить, что применение красителей, об-
ладающих флюоресценцией в красной части 
спектра (MitoTracker Red и Deep Red), позволяет 
их комбинировать с другими флюоресцентными 
зондами. Так, например, комбинация кальцие-
вых и ДНК-«зондов» с рН-чувствительными кра-
сителями, позволяет существенно повысить ин-
формативность научных исследований [26].

Комбинированная окраска клеток витальными 
красителями и ДНК-флюорохромами для исследо-
вания жизнеспособности и апоптоза

Одним из следствий запуска апоптоза в клет-
ке является снижением активности внутрикле-
точных ферментов. Поэтому существует целый 
набор методов проточной цитофлюориметрии, 
основанных на использовании флюоресцент-
ных субстратов для определения активности ци-
топлазматических белков. В первую очередь это 
относится к внутриклеточным эстеразам – фер-
ментам класса гидролаз. Эти ферменты отвечают 
за гидролитическое расщепление сложных эфи-
ров на спирты и кислоты при участии молекул 
воды. Поэтому красители, применяемые для этих 
методик, являются эфирами, что позволяет им 
не только подвергаться действию эстераз, но и, 
проявляя липофильные свойства, спонтанно 
проникать в клетки из культуральной среды. По-
теря гидроксильных групп после взаимодействия 
с ферментами сопровождается не только нако-
плением красителя в клетке, но и способствует 
появлению флюоресценции в ответ на облуче-
ние источником света с определенной длиной 
волны. Принципиальным отличием этой груп-
пы красителей от других флюорохромов, при-
меняемых для исследования жизнеспособности 
клеток (ДНК-флюорохромы), является то, что 

они проникают исключительно в живые клетки. 
При анализе на проточном цитофлюориметре 
апоптотические и разрушенные клетки не будут 
окрашиваться и, как следствие, испускать флю-
оресценцию. Большая часть флюоресцентных 
красителей хорошо растворима в ДМСО, приме-
няемом для приготовления стоковых растворов 
(концентрации в пределах 1-10 мМ). Непосред-
ственно перед постановкой эксперимента стоко-
вый раствор добавляют к культуральной среде, 
применяемой для постановки реакции, получая 
финальные концентрации в диапазоне 1-25 мкМ. 
В настоящее время набор этих красителей весьма 
разнообразен, что позволяет эффективно их ис-
пользовать совместно с другими флюоресцент-
ными маркерами (флюорохром-меченые моно-
клональные антитела, ДНК-флюорохромы и т.д.) 
в рамках различного рода исследований. В табли-
це 3 приведены основные красители, применяе-
мые для исследования активности внутриклеточ-
ных эстераз. 

Примером может служить работа по изуче-
нию влияния живых и термоинактивированных 
Bonamia ostreae (высокоспециализированных 
внутриклеточный паразит устриц) на жизнеспо-
собность гемоцитов устрицы Ostrea edulis [48]. 
Однако чаще всего эти красители используются 
совместно с ДНК-связывающими флюорохрома-
ми. Так, альтернативой методике исследования 
апоптоза с применением аннексина V и PI, может 
служить метод, основанный на одновременной 
окраске клеток диацетатом флюоресцеина (FDA) 
и PI. FDA, находящийся в форме диэфира, не об-
ладает способностью испускать флюоресценцию, 
но, благодаря липофильным свойствам, спосо-
бен спонтанно диффундировать через клеточную 
мембрану. В цитозоле клеток FDA подвергается 
воздействию неспецифических эстераз, кото-

ТАблИцА 3. ФлюоРесценТные КРАсИТелИ, ПРИменяемые для оПРеделенИя АКТИВносТИ 
ВнуТРИКлеТочных эсТеРАз [48, 60 ,67]

Краситель Длина волны 
возбуждения, нм

Длина волны 
испускания, нм

Кальцеин АМ 495 515
Фиолетовый кальцеин АМ 408 450
Голубой кальцеин АМ 360 445
Красно-оранжевый кальцеин АМ 576 589
BCECF AM 490 535
Флюоресцеин диацетат (FDA) 494 518 
Карбоксифлюоресцеин диацетат (CFDA) ~490 535
CellTracker Green CMFDA 492 517
Карбоксинафтофлюоресцеин диацетат 598 668
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рые отщепляют от него гидроксильные группы. 
Следует отметить, что данный тип ферментов 
характерен для всех эукариотических клеток, что 
и позволяет применять FDA на широком круге 
биологических объектов. Продуктом гидролиза 
FDA является отрицательно заряженный флю-
оресцеин не способный спонтанно диффунди-
ровать из клетки, но обладающий выраженной 
флюоресценцией в зеленой части спектра. Таким 
образом, живые клетки, обладающие эффек-
тивно работающим ферментативным аппара-
том, способны, во-первых, к гидролизу FDA и, 
во-вторых, к его удержанию в цитозоле. Это об-
условлено тем, что на внутренней поверхности 
цитоплазматической мембраны представлены 
отрицательно заряженные фосфолипиды, пре-
пятствующие выходу отрицательно заряженно-
го флюоресцеина наружу. У клеток, вступивших 
в апоптоз или уже находящихся на его поздних 
стадиях, нарушаются как процессы гидролиза, 
так и целостность клеточной мембраны. Следо-
вательно, регистрируя флюоресценцию в зеленой 
области спектра, можно отличить живые клетки 
с эффективно функционирующим ферментатив-
ным аппаратом и неповрежденной мембраной (и, 
как следствие, обладающих выраженной флюо-
ресценцией) от гибнущих или мертвых клеток, 
флюоресценция которых будет снижена или во-
обще отсутствует. При одновременном окра-
шивании клеток FDA и ДНК-связывающими 
красителями (PI или 7-AAD) на гистограммах 
распределения флюоресценции можно выделить 
несколько популяций клеток, отличающихся 

по интенсивности флюоресценции в разных об-
ластях спектра (рис. 7, гистограмма А). Как уже 
отмечалось выше, PI и 7-AAD не способны про-
никать через поверхностную мембрану, их появ-
ление в клетках может быть обусловлено только 
нарушением целостности мембраны. Следова-
тельно, живые клетки будут позитивны по FDA 
и негативны по PI, а клетки, находящиеся на ран-
них стадиях апоптоза, когда работа внутрикле-
точных ферментов нарушена, но поверхност-
ная мембрана еще сохраняет свою целостность, 
не будут окрашиваться по обоим красителями. 
Тогда как погибшие клетки с нарушенной ци-
топлазматической мембраной будут негативны 
по FDA, но будут окрашены PI. В сравнительно-
иммунологических исследования данный метод 
чаще всего применятся для изучения процессов 
апоптоза у представителей костных рыб: обыкно-
венного карпа C.carpio [60, 61], королевской до-
рады Sparus aurata [62] и глазчатой рыбы-собаки 
Takifugu rubripes [59]. Впервые для низших позво-
ночных животных этот метод был применен Saha 
и соавторами для оценки способности различных 
стероидных гормонов запускать апоптоз в лейко-
цитах карпа [60]. На рисунке 7 приведены гисто-
граммы, полученные с использованием данного 
метода (А), а в качестве референсного метода 
оценки уровня апоптоза в лимфоцитах приведе-
ны данные, полученные при комбинированной 
окраске клеток AnnV-FITC и PI (гистограмма В). 

По результатам проведенных исследований 
была обнаружена высокая корреляция между ре-
зультатами, полученными с использованием ком-

Рисунок 7. Изучение проапоптогенной активности стероидных гормонов в отношении лейкоцитов карпа C. carpio [60]
Примечание. Гистограмма А: по оси абсцисс – интенсивность флюоресценции PI, по оси ординат – интенсивность флюоресценции 
FDA. Живые клетки – FDA+PI–, клетки на ранних стадиях апоптоза – негативны по обоим флюоресцентным красителям. Апототические/
некротизированные клетки – FDA–PI+. Гистограмма В: по оси абсцисс – интенсивность флюоресценции PI, по оси ординат – 
интенсивность флюоресценции аннексина V, конъюгированного с FITC. Живые клетки – негативны по обоим маркерам, клетки на ранних 
стадиях апоптоза – AnnV-FITC+PI–. Апототические/некротизированные клетки – позитивные по обоим флюоресцентным красителям.
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бинации флюоресцентных красителей FDA-PI 
и коммерческим набором на основе AnnV-FITC 
и PI. Сравнение гистограмм по одному из на-
блюдений приведено на рисунке 7. Кроме того, 
было показано, что из всех стероидных гормонов, 
применявшихся в ходе экспериментов, только 
кортизол обладал выраженных проапоптотиче-
ским эффектом, причем данный эффект носил 
выраженный дозозависимый характер (по мере 
увеличения концентраций с 1 до 100 нг/мл число 
клеток, вступающих в апоптоз, достоверно воз-
растало). 

Отдельного рассмотрения заслуживают ра-
боты, посвященные оценке жизнеспособности 
сперматозоидов различных видов животных 
при помощи комбинированной окраски ДНК-
красителями – SYBR-14 и PI. Принцип опреде-
ления апоптотических клеток основан на спо-
собности красителя SYBR-14 проникать через 
неповрежденную мембрану клеток и взаимодей-
ствовать с ДНК. В результате такого взаимодей-
ствия SYBR-14 при облучении источником света 
с длиной волны 488 нм испускает флюоресцен-
цию в зеленой части спектра, что и позволяет 
идентифицировать нормальные не поврежден-
ные клетки. 

Ранние этапы нарушение целостности плаз-
матической мембраны сопровождается про-
никновением в клетки PI, в результате чего они 
окрашиваются обоими красителями, причем 
интенсивность флюоресценции SYBR-14 сни-
жается. В то время как клетки с полностью на-
рушенной мембраной окрашиваются только PI. 
Для окраски клеток используют концентрации 
SYBR-14 в пределах 20-60 нМ. Маточный рас-
твор готовят из раствора SYBR-14 в ДМСО, после 
чего аликвотируют и хранят при –20°С, при этом 

раствор остается стабильным не менее года. Этот 
метод успешно зарекомендовал себя не только 
при работе со сперматозоидами млекопитающих 
[30, 31, 46], но и с аналогами этих клеток у ши-
рокого круга морских беспозвоночных – моллю-
сков Crassostrea virginica и Dreissena polymorpha, 
морских ежей Lytechinus variegatus и т.д. [25, 52], 
примеры приведены на рисунке 8.

Исследование процессов фрагментации ДНК 
в апоптотической клетке при помощи проточной 
цитофлюориметрии

Фрагментация ДНК является одним из харак-
терных признаков апоптоза, который наиболее 
часто используется в проточной цитофлюориме-
трии для выявления популяции клеток, вступив-
ших в апоптоз. Процесс деградация ДНК рассма-
тривают как один из отличительных признаков 
апоптоза и выделяют несколько стадий. Перво-
начально происходит образование крупных 
фрагментов, содержащих 0,05-1 млн оснований. 
На следующем этапе формируются более мел-
кие фрагменты, содержащие около 300 тыс. пар 
оснований. В дальнейшем процесс фрагмента-
ции продолжается, и образуются фрагменты, со-
стоящие в среднем из 30-50 тыс. пар оснований. 
Все это является следствием активации каскада 
каспаз (каспазы-3, -6 и -7), который приводит 
к появлению низкомолекулярный фрагментов 
ДНК [24]. Первый механизм связан с нарушени-
ем способности ДНК к репарации за счет инакти-
вации каспазой-3 фермента поли (АДФ-рибозо) 
полимеразы – PARP-топоизомеразы, отвечаю-
щей за репарацию ДНК. Второй механизм свя-
зан с активацией ДНКаз. Каспазы (в первую 
очередь, каспаза-3) способны вызывать диссо-
циацию комплекса CAD-ICAD, в состав кото-
рого входят эндонуклеаза СAD (сaspase-activated 

Рисунок 8. Применение комбинированной окраски SYBR-14 и PI для определения жизнеспособности 
сперматозоидов устрицы C. virginica (гистограмма А [52]; гистограмма В [25])
Примечание. По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции SYBR-14, по оси ординат – интенсивность флюоресценции PI. Область 
1 – живые клетки; область 2 – клетки с поврежденной плазматической мембраной; область 3 – погибшие клетки. 
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deoxyribonuclease – каспазо-активируемая дизок-
сирибонуклеаза) и ICAD, являющийся ингиби-
тором СAD. В норме этот комплекс локализуется 
в цитоплазме, и участки, отвечающие за ядерную 
локализацию и эндонкулеазную активность CAD, 
в нем инактивированы. После взаимодействия 
с каспазами происходит активация CAD, что со-
провождается транслокацией этого фермента 
в ядро, где и проявляется его эндонуклеазная ак-
тивность. Еще одним субстратом каспаз является 
гистон Н1, блокирующий посадку эндонуклеаз 
на фрагменты ДНК между отдельными нуклео-
сомами. Помимо CAD, наиболее исследованной 
к настоящему времени эндонуклеазы, в процес-
сах деградации ДНК задействованы ДНКаза-I, 
-II и -Х, роль которых при апоптозе еще до конца 
не исследована. После чего начинается «межну-
клеосомная деградация» ДНК с формированием 
участков, содержащих в среднем 180 пар осно-
ваний или кратных им по протяженности, что 
равняется длине нити ДНК в одной или несколь-
ких нуклеосомах, соответственно [22, 37]. Одним 
из подходов для исследования апоптоза в клет-
ках при помощи проточной цитофлюориметрии 
является выявление подобных разрывов в ДНК. 
Наиболее распространенная методика, приме-
няемая для этих целей, в специализированной 
литературе получила название TUNEL (от англ. 
tDT-mediated duTP nick-end labeling). 

Параллельно идет процесс конденсации хро-
матина, и нарушается целостность ядерной 
оболочки и поверхностной мембраны клеток. 
На этой особенности апоптотических клеток ос-
нованы методы, позволяющие сравнить относи-
тельный набор ДНК в нормальных и гибнущих 
клетках. Для этого клетки подвергают допол-
нительной обработке, способствующей потере 

низкомолекулярных фрагментов ДНК, а после 
окраски ДНК-связывающими и проточной ци-
тофлюориметрии выявляют «гиподиплоидный» 
набор ДНК, то есть меньший по сравнению 
с нормальными клетками. Этот метод основан 
на способности малых фрагментов ДНК (до 200 
пар оснований) покидать клетки, целостность 
мембраны которых нарушена при помощи, на-
пример, тритона Х-100 или сапонин, либо после 
использования преципитирующих фиксаторов 
(спирты или ацетон). При этом более крупные 
фрагменты ДНК гибнущих клеток не способны 
проникать через образовавшиеся разрывы плаз-
матической мембраны. Однако потеря низкомо-
лекулярных фрагментов ДНК при окраске флю-
орохромами оказывается достаточной для того, 
чтобы отличить нормальные клетки от апоптоти-
ческих. 

Итак, все подходы, направленные на вы-
явление разрывов в ДНК, базируются на двух 
универсальных принципах [42]. Во-первых, при 
фрагментации ДНК образуются разрывы между 
отдельными нуклеотидами, что сопровождает-
ся высвобождением их 3’-ОН групп, которые, 
в свою очередь, могут быть выявлены при помощи 
присоединения к ним нуклеотидов. Во-вторых, 
эти встроенные нуклеотиды в дальнейшем могут 
быть выявлены при помощи флюоресцентных 
меток, которые определяются при помощи про-
точной цитофлюориметрии. Так, для достройки 
нуклеотидов при разрыве одной из цепей ДНК 
используют фермент ДНК-полимеразу (тех-
нология ISN, от англ. in suty nick), а для присо-
единения модифицированных нуклеотидов при 
разрыве обеих цепей ДНК - терминальную дезок-
синуклеотидил трансферазу (TdT), применяемую 
при постановке TUNEL. Следует отметить, что 

Рисунок 9. Выявление двуцепочечных разрывов в днК апоптотизирующих клетках при помощи проточной 
цитофлюориметрии [15, 42]
Примечание. По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции PI; по оси ординат – интенсивность флюоресценции различных «зондов» 
(комментарии в тексте). Цифрами указано соотношение средних интенсивностей флюоресценции популяций апоптотических и живых 
клеток. Клетки, находящиеся вне первой декады логарифмической шкалы флюоресценции, считаются вступившими в апоптоз, а клетки, 
лежащие в первой декаде, считаются живыми.
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эти модифицированные нуклеотиды могут быть 
конъюгированы с флюорохромами, при этом бу-
дет регистрироваться их собственная флюорес-
ценция (прямой метод оценки). Однако наиболее 
широкое применение нашли непрямые методы 
оценки встраивания нуклеотидов, основанные 
на их выявлении при помощи меченых флюорох-
ромами моноклональных антител, показавшие 
более высокую чувствительность и специфич-
ность. Среди нуклеотидов, применяемых в рам-
ках различных модификаций данной методики, 
наиболее широкое распространение получил 
бромдезоксиуридин – BrdU [42]. Это связано 
с его низкой стоимостью, простотой в исполь-
зовании, высокой специфичностью связывания, 
относительной дешевизной антител, используе-
мых для его детекции, а также высокой чувстви-
тельностью, как это показано на гистограмме 
А рисунка 9. В качестве сравнения использованы 
методы, основанные на использовании конъюги-
рованного с BODIPY и FITC дезоксиуридинтри-
фосфата (гистограммы D и Е, соответственно). 
А среди методов непрямой оценки сравнивали 
биотинилированный дезоксиуридинтрифосфат, 
выявляемый при помощи авидина, меченного 
FITC, и дезоксиуридинтрифосфат, конъюгиро-
ванный с дигоксигенином, для выявления по-
следнего применяли препараты моноклональных 
антител, связанных с FITC (гистограммы С и В, 
соответственно). Таким образом, интенсивность 
флюоресценции апоптотических клеток, вклю-
чивших BrdU, который был выявлен при помо-
щи FITC-конъюгированных моноклональных 
антител, превышает таковую живых клеток почти 
в восемь раз. 

Итак, из всех методов исследования апопто-
за, основанных на выявлении разрывов в ДНК, 

наиболее распространенным является TUNEL. 
Ключевую роль при постановке реакции отводят 
фиксации клеток «сшивающими» агентами, в ка-
честве которых чаще всего используют растворы 
параформальдегида. Данная стадия необходима 
для того, чтобы низкомолекулярные фрагменты 
ДНК не «вымывались» из клеток, как это имеет 
место при фиксации спиртами. По завершении 
фиксации клетки необходимо пермебиализиро-
вать для того, чтобы обеспечить доступ фермен-
тов и, в дальнейшем, моноклональных антител 
к ДНК. Для этого обычно применяют спирты – 
охлажденный до 0 °С 70% этанол, в этом слу-
чае проба может храниться длительное время 
при -20 °С до постановки реакции [32]. Однако 
можно использовать и любые другие пермеби-
ализирующие агенты – тритон Х-100, Tween 20, 
сапонин и т.д. По завершении пермебиализации 
суспензию клеток отмывают избытком изотони-
ческого раствора и ресуспендируют в «реакци-
онном буфере». В состав данного буфера (обыч-
но его готовят 5-кратным) входят следующие 
компоненты: 1М какодитала натрия или калия,  
125 мМ Tris-HCl (для поддержания рН равного 
6,6) и 0,125% бычьего сывороточного альбумина. 
Для постановки реакции в качестве источника 
нуклеотидов для TdT используют 5-бромо-2’-
дезоксиуридин-5’-трифосфат (BrdUTP), маточ-
ный (стоковый) раствор – 2 мМ BrdUTP в 50 мМ 
Tris-HCI с pH 7,5. Кроме того, также необходим 
10 мМ раствор хлорида кобальта и фермент TdT 
(обычно 25 МЕ/1 мкл). Более детальный прото-
кол, как и основные рекомендации по подготовке 
образцов и приготовлению реакционных смесей 
можно найти в [15]. По завершении инкубации 
(протекавшей при 37 °С) для выявления встро-
енного в ДНК BrdU вносят конъюгированные 

Рисунок 10. оценка уровня апоптоза в циркулирующих гемоцитах асцидии C. intestinalis контрольной (гистограмма А)  
и экспериментальной (гистограмма В, инъекция бактерий E. coli) группах через 6 часов после начала эксперимента 
[43]
Примечание. По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции анти-BrdU антител; по оси ординат – число событий. Область М1 – живые 
клетки, область М2 – апоптотические клетки. 
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с флюорохромами моноклональные антитела, 
специфически связывающие BrdU. Кроме того, 
по завершении инкубации с антителами образ-
цы дополнительно окрашивают PI, что позволяет 
сопоставить ТUNЕL-метод с относительным со-
держанием ДНК в клетке, как это показано на ги-
стограмме А рисунка 9. При постановке реакции 
следует использовать контрольные пробы, в чис-
ле которых должны находиться образцы негатив-
ного (инкубация в отсутствие TdT) и позитивно-
го (вместо TdT используется ДНК-полимераза) 
контролей, что гарантирует корректность полу-
чаемых результатов. 

В сравнительно-иммунологических исследо-
ваниях чаще всего данная методика использует-
ся в модификации, предназначенной для оценки 
результатов при помощи микроскопии. Приме-
нение проточной цитофлюориметрии для оцен-
ки уровня апоптоза при помощи TUNEL встре-
чается в работах по насекомым [68] и асцидиям 
[43]. В последней работе методика постановки 
реакции описана более подробно. В ходе дан-
ной серии экспериментов in vivo асцидиям 
C. intestinalis вводили суспензию бактерий E. coli, 
контролем служило введение равного объема мо-
дифицированного физиологического раствора. 
На различных сроках после начала эксперимента 
у животных контрольной и опытной групп про-
водили забор гемолимфы с циркулирующими 
гемоцитами и определяли число апоптотических 
гемоцитов (рис. 10). При расстановке областей 
негативных (область М1) и позитивных (область 
М2) клеток использовали образцы негативного 
контроля. 

В ходе проведенных исследований было пока-
зано, что в циркулирующей гемолимфе асцидий 
уже через три часа после начала эксперимента 

появлялись клетки, несущие признаки апопто-
за (популяция TUNEL-позитивных гемоцитов) 
как по данным проточной цитофлюориметрии, 
так и флюоресцентной микроскопии. В кон-
трольных группах число TUNEL-позитивных 
гемоцитов достоверно не изменялось на протя-
жении всего срока наблюдений. Таким образом, 
данная методика может успешно применяться 
как в экспериментах in vitro, так и in vivo при ра-
боте с клетками различных представителей жи-
вотных. 

Следует отметить, что методы, направленные 
на выявление разрывов в ДНК, являются весьма 
трудоемкими и требуют наличия определенных 
навыков лабораторной работы и предполагают 
использование дорогостоящих реактивов. По-
этому наиболее широкое применение в сравни-
тельно-иммунологических исследованиях нахо-
дят подходы, основанные на выявлении клеток, 
несущих гиподиплоидный набор ДНК. При 
подготовке образцов для последующего анали-
за на проточном цитофлюориметре применяют 
не «сшивающие», как это было в случае TUNEL, 
а преципитирующие фиксирующие растворы 
на основе спиртов или ацетона. Кроме того, ча-
сто применяются различного рода детергенты, 
например, тритон Х-100 или сапонин. Эти аген-
ты особенно эффективны в составе гипотониче-
ских растворов и в сочетании с цитратным бу-
фером, увеличивающими вымывание из клеток 
низкомолекулярных фрагментов ДНК. Подобная 
подготовка образца не приводит к потере круп-
ных фрагментов ДНК, но потеря низкомолеку-
лярных фрагментов при последующей окраске 
ДНК-флюорохромами оказывается достаточной 
для того, чтобы отличить нормальные клетки 
от апоптотических или «гипохромных» клеток, 

Рисунок 11. Индукция апоптоза в лимфоцитах золотой рыбки C. auratus [70]
Примечание. По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции PI; по оси ординат – число событий. Область 1 – апоптотические клетки; 
область 2 – гемоциты в фазах G0 и G1 клеточного цикла; область 3 – S-фаза клеточного цикла; область 4 – G2 и М фазы клеточного 
цикла. Гистограмма А – контроль (инкубация с ДМСО), гистограмма В – индукция апоптоза DDT. 
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формирующих так называемый «суб-G1» пик 
на гистограммах. 

Выбор ДНК-связывающих красителей крайне 
широк и разнообразен. Среди них можно выде-
лить несколько групп, основываясь на способе их 
взаимодействия с ДНК. Выделяют «интеркали-
рующие» красители, которые взаимодействуют 
с молекулами ДНК, встраиваясь в пространство 
между остатками нуклеотидов, находящимися 
в соседних нитях, например, бромистый этидий 
и йодистый пропидий. Красители, связывающие-
ся с малой бороздкой ДНК, такие как 6-диамино-
2-фенилиндол (DAPI) и Hoechst. Еще одной их 
характеристикой является связывание с участка-
ми, обогащенными повторами аденина и тими-
на. В то время как с участками, обогащенными 
гуанином и цитозином, связываются такие кра-
сители как 7-аминоактиномицин D (7-ААD), ми-
трамицин и хромамицин А3. Кроме того, краси-
тели могут отличаться по способности проникать 
через клеточную мембрану. Например, Hoechst 
способен спонтанно диффундировать через би-
липидный слой и связываться с ДНК в ядре жи-
вой клетки, тогда как большая часть красителей 
требует предварительной обработки клеток с це-
лью нарушения целостности мембран – перме-
биализации – для эффективного связывания 
с нуклеиновыми кислотами. В несвязанном 
с ДНК виде красители не обладают выраженной 
флюоресценцией – эти свойства у них появляют-
ся только после взаимодействия с нуклеиновыми 
кислотами. Красители также могут различаться 
по источникам света, применяемым для эффек-
тивного возбуждения их флюоресценции. Так, 
для эффективного возбуждения DAPI и Hoechst 
должны быть использованы ультрафиолетовые 
источники света, которые пока еще не получили 
широкого распространения. Поэтому в настоя-
щее время широкое распространенные получили 
ДНК-красители, для возбуждения которых при-
меняют источники света с длинной 488 нм. К их 
числу, в первую очередь, относятся PI и 7-ААD. 
В качестве типичного примера окраски клеток 
ДНК-связывающими красителями можно при-
вести гистограммы, представленные на рисунке 
11, на которых представлены результаты окра-
шивания лимфоцитов золотой рыбки Carassius 
auratus йодистым пропидием [70]. Кроме того, 
в рамках изучения апоптоза ДНК-связывающие 
красители могут применяться для совместно 
окрашивания клеток вместе с различными дру-
гими красителями, ориентированными на вы-
явления нарушения асимметрии клеточной 
мембраны, изменения мембранного потенциала 

митохондрий, определения уровня активности 
каспаз и т.д.

Так как связывание красителя строго про-
порционально количеству ДНК, находящемуся 
в ядре клетки, то на гистограмме можно выделить 
4 основные области, соответствующие различ-
ным функциональным состояниям гемоцитов. 
Покоящиеся клетки (G0) и клетки, находящиеся 
в пресинтетической фазе клеточного цикла (G1), 
содержат равное количество ДНК (2N), которое 
соответствует диплоидному набору хромосом. 
Поэтому на гистограмме они будут находиться 
в составе одного пика – так называемого дипло-
идного (G0/G1) пика (область 2 на рисунке 11). 
Традиционно этот пик устанавливают в районе 
200 канала линейной шкалы распределения ин-
тенсивности флюоресценции PI. В фазе синтеза 
(S фаза клеточного цикла) содержание ДНК по-
степенно возрастает с 2N до 4N, что сопрово-
ждается увеличением связывания PI и, как след-
ствие, усилением интенсивности флюоресценции 
окрашенных PI клеток (область 3 на рисунке 11). 
В премитотической фазе (фаза G2) и во время ми-
тоза (М-фаза) число хромосом и содержание ДНК 
удваиваются (4N). Следствием этого является то, 
что интенсивность флюоресценции клеток этих 
двух фаз клеточного цикла будет ровно в два раза 
превосходить таковую клеток, имеющих дипло-
идный набор ДНК. В том случае, если пик G0/G1 
находится в районе 200 канала линейной шкалы, 
то пик G2/M будет располагаться в районе 400 
канала, что соответствует область 4 на рисунке 
11. Что касается клеток, вступивших в апоптоз, 
то, как уже отмечалось выше, они будут распо-
лагаться левее пика G0/G1, так как они несут не-
полный или гиподиплоидный набор ДНК (менее 
2N). Именно поэтому они будут располагать-
ся в области 1 на рисунке 11, формируя так на-
зываемый «суб-G1 пик». Следует отметить, что 
в эту же область будут попадать и разрушенные 
во время пробоподготовки клетки и ядра, апоп-
тотические тельца и клеточный дебрис. В рамках 
сравнительно-иммунологических исследований 
изучение апоптоза при помощи окраски клеток 
ДНК-красителями проводится на широком кру-
ге модельных объектов, что еще раз указывает 
на универсальность этого подхода. Встречаются 
упоминания об использовании DAPI для этих це-
лей, в том числе при постановке экспериментов 
на гемоцитах моллюсков – устрицы Crassostrea 
virginica [28] и мидии M. galloprovincialis [6, 47]. 
Однако чаще всего применяют PI, что обусловле-
но простотой постановки реакции, низкой себе-
стоимостью и доступностью данного красителя. 
Так, этот краситель успешно применялся для ра-
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боты на представителях членистоногих – различ-
ные виды ракообразных [41], насекомых [49, 51], 
а также моллюсков – двустворчатых моллюсков 
Cerastoderma edule [39] и M. arenaria [16], как и 
низших позвоночных на примере костных рыб 
[9, 70], амфибий [20] и т.д. Наиболее подробно 
данная методика была описана при постановке 
экспериментов на лимфоцитах золотой рыбки 
C. auratus [69, 71]. Для постановки реакции ис-
пользовали лимфоциты, выделенные при помо-
щи центрифугирования в градиенте плотности 
фиколла из лейкоцитов головной почки и селе-
зенки рыб. После проведения пробоподготовки 
определяли процент клеток, содержащих гипо-
диплоидный набор ДНК. Результаты анализа 
контрольного и опытного образца приведены 
на рисунке 11. 

Таким образом, методы проточной цитоф-
люориметрии, предназначенные для изучения 
апоптоза, крайне разнообразны и могут найти 
широчайшее применение в различных областях 
биологической и медицинской науки. Кроме 
того, апоптоз является ключевым механизмом 
иммунорегуляции, а его нарушения имеют па-
тогенетическую значимость в развитии многих 
заболеваний. Ключевую роль при выборе того 
или иного методического подхода для оценки 
механизмов клеточной гибели должны играть 
цель, поставленная перед исследователем в рам-
ках эксперимента, также как и технические воз-
можности его лаборатории. Упомянутые в обзоре 
методы могут быть с легкостью воспроизведены 
на проточных цитофлюориметрах, оснащенных 
стандартным аргоновым лазером, а большая 
часть применяемых для постановки реагентов 
доступна на территории нашей страны. В зави-
симости от условий и поставленных задач ис-
следователь может комбинировать различные 
способы выявления апоптотических клеток 
для более детального описания интересующих 
его стадий апоптоза. Практически любой экспе-
римент с культурами живых клеток, проводимый 
в условиях in vitro, должен начинаться с оцен-
ки адекватности условий культивирования об-
разцов. Аналогично, при оценке биологической 
активности различного рода веществ (фармако-
логические препараты, химические вещества, 
а также вещества животного или растительного 
происхождения) следует начинать с подбора оп-
тимальных концентрации исследуемых агентов. 
В клинической практике, особенно при онко-
диагностике, определение уровня апоптоза мо-
жет являться критерием для выбора стратегии 
ведения пациентов и назначения ему адекват-
ной терапии. Поэтому основной целью данного 

обзора является знакомство широкой аудитории 
специалистов медико-биологического профиля 
с различными по своей доступности, простоте 
исполнения и информативности методами ис-
следования апоптоза. 
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