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ВВЕДЕНИЕ     

ПОНЯТИЕ «ПРОГРАММИРУЕМАЯ КЛЕТОЧНАЯ ГИБЕЛЬ» 

 

Новый взгляд на классификацию ПКГ 

(по: Манских В.Г. Пути гибели клетки и их значение) 

 

Апоптоз – это один из фундаментальных процессов в жизни клеток 

организмов, находящихся на самом различном уровне эволюционного 

развития. Достаточно указать, что основные работы, связанные с генетикой 

апоптоза были выполнены на круглых червях – нематодах. Установлено, что 

гены, управляющие апоптозом (стимулирующие апоптоз и тормозящие этот 

процесс) у нематод и человека мало, чем отличаются друг от друга. Поэтому, 

физиологические процессы, в обеспечении которых принимает участи 

апоптоз, сходны для большинства живых организмов. 

Термин «апоптоз» введён в 1972 году Керром с соавторами для 

обозначения формы гибели клеток, прототипом которой является гибель 

тимоцитов под действием глюкокортикоидов. Эта форма клеточной смерти 

была отождествлена с ранее описанной программированной гибелью клеток: 

разница в обозначениях отражает способы идентификации гибели — 

морфологический в первом случае и биохимический во втором случае. 

Морфологический способ определения: Апоптоз — форма гибели клетки, 

проявляющаяся в уменьшении ее размера, конденсации и фрагментации 

хроматина, уплотнении наружной и цитоплазматических мембран без выхода 

содержимого клетки в окружающую среду  

Биохимический способ определения: Программированная клеточная 

гибель — это активная форма клеточной смерти, являющаяся результатом 

реализации ее генетической программы или ответом на внешние сигналы и 

требующая затрат энергии и синтеза макромолекул de novo. 

Несмотря на критику - это отождествление, допускающее использование 

двух терминов как равнозначных, сохраняется до настоящего времени. 

Программированная гибель клеток привлекает к себе внимание 

многочисленных исследователей, прежде всего, по двум причинам:  

Во-первых, как оказалось, она играет важную роль в морфогенетических 

процессах и в регуляции численности клеток на протяжении всего 

онтогенетического развития многоклеточного организма.  

Во-вторых, обнаружено, что возникновение многих тяжелых заболеваний 

связано с такими нарушениями программы клеточной гибели, при которых 

клетки либо перестают погибать, и тогда возможно возникновение опухолей, 

http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/896
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/43175
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либо гибель захватывает избыточное число клеток, что в свою очередь 

приводит к патологической дегенерации тканей и органов. 

Таким образом, проблема исследования молекулярных механизмов 

запрограммированной гибели клетки (апоптоза) стала в последние годы 

одной из самых трудных и актуальных проблем биологических наук.  

Трудность проблемы, очевидна: несмотря на большое количество 

экспериментальных данных, до сих пор остаются нс исследованными 

механизмы этого явления, не до конца выяснена регуляция апоптоза 

отдельных клеток в целостном многоклеточном организме.  

Актуальность этой проблемы определяется взаимосвязью нарушения 

регуляции процесса программированной гибели клетки с большинством 

заболеваний.  

Прямая связь апоптоза и многих патологических состояний сегодня уже 

не вызывает сомнения, поэтому выявление конкретных механизмов 

нарушения регуляции апоптоза, при конкретных заболеваниях, позволит 

определить этиологию и патогенез данных заболеваний. И как следствие 

этого - возможность коррекции нарушения регуляции программированной 

гибели клетки. 
 

Таблица 1-Современные представления о типах программируемой гибели 

клеток. 
 

Типы программируемой клеточной гибели (ПКГ) 

                                                                                              

Апоптоз  

 

 

 

Аутофагическая 

гибель 

 

 

 

 

Программируемый 

некроз 

                                    

                                            

 

Апоптоз 

одноядерных 

клеток 

Митотическая 

катастрофа 

                      

                               

Апоптоз 

собственно 

в митозе 

Апоптоз 

полиплоидных 

клеток 
 

В последние годы в составе программированной клеточной гибели (ПКГ) 

выделяют несколько типов: апоптоз, аутофагическую гибель и 

программированный некроз (Ogier Denis, Codagno, 2003; Edinger, Thompson, 

2004). В свою очередь, апоптоз может быть подразделен на апоптоз 

одноядерных клеток и митотическую катастрофу. Последняя при этом 
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подразделяется на апоптоз собственно в митозе и апоптоз полиплоидных 

клеток, образовавшихся в результате патологического митоза. 

Принципиальным достижением в изучении ПКГ явилось установление 

программируемого характера биохимических изменений, приводящих к 

некрозу (Проскуряков и др, 2002; Okada, Mak, 2004). В связи с этим в 

современной классификации программированной смерти клетки появилась 

еще одна: 

Апоптоз получил название «ПСК I типа» 

Некроз - «ПСК III типа» (синоним-«онкоз») 

Аутофагия - «ПСК II типа». 

Если раньше определяющую роль приписывали характеру индукторов 

этих процессов (физиологические - при апоптозе и сверхфизиологические - 

при некрозе), сейчас на первый план выходят различия в последствиях 

апоптоза и некроза для окружающих клеток и организма. 

Аутофагия в нормальной клетке—способ обновления органелл (Kondo, 

2005). Если вслед за активацией апоптоза в клетке запускается аутофагия – 

происходит отмена ПКГ 

Апоптоз. Программа апоптотической гибели состоит из следующих 

основных этапов (рис.1): 1) индукция, или запуск программы апоптоза; 2) 

активация проапоптотических белков; 3) каскад каспаз, расщепляющих 

белки-мишени; 4) разрушение внутриклеточных органелл или их 

перестройка; 5) фрагментация клетки на апоптотические тельца; 6) 

подготовка клетки и ее фрагментов к фагоцитозу макрофагами или соседними 

клетками. 
 

 
Рис. 1. Схема запуска апоптоза 
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В запуске апоптоза участвуют различные органеллы (Nigg, 2002; Chen, 

Wang, 2002; Edinger,Thompson, 2004), но, прежде всего это плазматическая 

мембрана и митохондрии (Bras et al., 2005). Индукция апоптоза и активация 

проапоптотических белков ведет к активации каспаз (цистеиновых протеаз) 

(Thornberry, Lazebnik, 1998; Chen, Wang, 2002). 

Различают инициаторные (8, 2, 10, 9) и эффекторные каспазы (3, 7, 6), т.е. 

каспазы функционируют как протеолитические каскады. Итогом работы 

эффекторных каспаз является разрушение множества белков, которые могут 

участвовать в поддержании гомеостаза и в репарации компонентов клетки, 

белков–регуляторов клеточного цикла, структурных белков и т.д. В 

результате действия эффекторных каспаз и активированных ими других 

ферментов (эндонуклеаз, гельзолина и т.д.) разрушаются такие компоненты 

клетки как внутриядерная ламина, нарушается целостность ДНК, происходит 

специфическая компактизация хроматина, наблюдается распад элементов 

цитоскелета, митохондрий, аппарата Гольджи, эндоплазматичекого 

ретикулума и т.д. Помимо каспазного в последние годы различают 

некаспазный механизм апоптотической гибели (Wang at al., 2002), при 

котором происходит выход из митохондрий и миграция в ядро флавопротеина 

AIF и эндонуклеазы G, вызывающих распад ядерной ДНК на крупные 

фрагменты. Наблюдаемые при данном механизме конденсация хроматина и 

экспозиция фосфатидилсерина во внешнем монослое плазматической 

мембраны соответствуют признакам апоптоза. 

Морфологические преобразования в процессе апоптоза выражаются в 

разной степени распада внутриклеточных компонентов. Конечными этапами 

апоптоза является уплотнение цитоплазмы, фрагментация ядер и самих 

клеток с образованием апоптотических телец, в которых могут быть 

фрагменты ядер, элементы аппарата Гольджи, митохондрии и т.д.  

Апоптотические клетки и тельца экспонируют на поверхности 

сигнальные и адгезивные молекулы, которые узнаются соседними клетками 

или макрофагами и способствуют фагоцитозу (Moreira. Barcinski, 2004). К 

таким молекулам относятся фосфатидилсерин, лизофосфолипиды, 

витронектин, тромбоспондин и др. Процессу фагоцитоза способствует также 

инактивация на поверхности умирающих клеток молекул типа CD31, 

необходимых для распознавания не подлежащих поглощению 

жизнеспособных клеток. 

Митотическая катастрофа. Понятие «митотической катастрофа» было 

введено для обозначения гибели клеток, в которых проявлялись признаки 

патологии митоза. Активно дискутируется вопрос о том, что следует называть 

митотической катастрофой. Согласно одним представлениям, митотическая 
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катастрофа - это реализация апоптотической программы собственно в 

процессе митоза (Castedo et al., 2004). При этом сегрегация хромосом 

отсутствует, и клетка блокируется в одной из фаз митоза. Как правило, блок 

происходит в так называемом К-митозе (колхицино-подобном митозе), когда 

в митотической клетке нарушены организация веретена и выстраивание 

хромосом в виде метафазной пластинки. Далее происходит активация каспаз 

и последующие деструктивные события по типу апоптотических.  

Митохондриальный путь активации программы апоптоза считают 

преобладающим при гибели клеток собственно в митозе. Завершается апоптоз 

образованием апоптотических телец и их фагоцитозом. Вторым подтипом 

митотической катастрофы является гибель клеток, перешедших после 

аномального митоза в следующую G1-фазу без нормальной сегрегации 

хромосом и образования дочерних клеток (Roninson et al., 2001), т.е. 

постмитотическая гибель полиплоидных клеток. При общей эуплоидности 

полиплоидной клетки ее отдельные ядра являются в основном 

анеуплоидными. Данный подтип митотической катастрофы может быть 

назван апоптозом клетки, прошедшей полиплоидизирующий митоз. 

Причиной митотической катастрофы считают нарушение процессов 

контроля в клетках, в которых могли произойти повреждения ДНК или 

нарушения сборки веретена (Castedo et al., 2004). Ключевым моментом в 

блокировании клеточного цикла и в индукции в этих клетках апоптоза 

является экспрессия р53, который служит фактором транскрипции для р21 – 

ингибитора G1–фазы клеточного цикла и для ряда проапоптотических белков. 

Митотическая катастрофа принципиально отличается от апоптоза 

одноядерных клеток и аутофагической гибели тем, что нарушение ее 

программы может существенно повлиять на хромосомный состав клеток. 

Если в тетраплоидной клетке, возникшей в результате нарушения сегрегации 

хромосом, неактивны механизмы, ведущие к апоптозу или действующие в 

пункте проверки G1–фазы, то такая клетка может пройти очередной 

клеточный цикл и митоз. 

Деление полиплоидных клеток часто сопровождается многополюсностью 

веретена, в результате чего после сегрегации хромосом могут возникать 

анеуплоидные клетки. Анеуплоидия может вести к отсутствию пунктов 

контроля пролиферации и нарушению механизмов гибели клеток. Клоны 

потомков таких клеток могут служить основой для трансформации клеток и 

роста опухолей (Castedo et al., 2004). Появились данные, что изменение 

хромосомного состава диплоидных клеток может влиять на их способность 

вступать в апоптоз. Обнаружено, что если сестринские клетки, 

образовавшиеся в результате многополюсного митоза и являющиеся 
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анеуплоидными, подвергнуть апоптотическому воздействию, погибает лишь 

часть таких клеток. Часть остаются жизнеспособными (Александрова, 

Онищенко, 2004). Такие жизнеспособные анеуплоидные клетки можно 

рассматривать в качестве одного из этапов озлокачествления опухолей. Таким 

образом, преодоление именно митотического пункта проверки без 

нормализации состояния клетки (например, формирование многополюсного, 

а не биполярного веретена, образование микроядер) может быть источником 

клонов клеток, генетический состав которых, а значит, и их свойства, резко 

отличаются от исходных родительских клеток. 

Аутофагическая гибель. В качестве второго типа программированной 

гибели клеток в настоящее время выделяют гибель клеток, при которой в 

клетки запускается программа аутофагии (Ogier Denis, Codagno, 2003; 

Edinger, Thompson, 2004; Gozuacik, Kimchi, 2004; Levine, Klionsky, 2004). 

Аутофагия – это деградация органелл и цитоплазматического материала, 

которая происходит при участии внутриклеточных мембранных структур. 

При аутофагии de novo формируются специализированные структуры – 

аутофагосомы. Это двухмембранные образования, внутри которых 

помещается клеточный материал (органелла или часть цитозоля), 

подлежащий разрушению. При слиянии аутофагосом с лизосомами 

образуются аутофаголизосомы, где и происходит расщепление подлежащих 

уничтожению компонентов клетки. Стимулами к запуску процессов 

аутофагии в клетках многоклеточных животных являются: 1) отсутствие 

факторов роста или нехватка питательных веществ; 2) наличие в цитоплазме 

поврежденных органелл, например, митохондрий, пероксисом и т.д.; 3) в 

клеточных культурах возникновение монослоя и существование контактного 

торможения.  

При нехватке питательных соединений клетка начинает утилизировать 

часть своих цитозольных белков и органелл с помощью аутофагии. В 

результате при расщеплении этих компонентов в лизосомах или вакуолях в 

клетке поддерживается необходимый уровень тех соединений, которые 

нужны ей для жизнедеятельности.  

При аутофагической гибели деятельность аутофагосом и лизосом ведет к 

тому, что в клетке перевариваются практически все мембранные органеллы. 

Активированные нуклеазы фрагментируют ДНК ядра, но не на 

олигонуклеосомные фрагменты, как это происходит при апоптозе. 

Аутофагический тип гибели называют также лизосомной клеточной смертью. 

Аутофагическая гибель отличается следующими признаками: 1) частичная 

конденсация хроматина; 2) иногда пикноз ядра; 3) отсутствие фрагментации 

ядра и клетки на поздних стадиях гибели; 4) отсутствие деградации ДНК до 
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нуклеосомного уровня; 5) увеличение числа аутофагосом и аутофаголизосом; 

6) увеличение лизосомной активности; 7) увеличение протяженности 

аппарата Гольджи и иногда расширение цистерн эндоплазматического 

ретикулума; 8) длительная сохранность микротрубочек и промежуточных 

филаментов; 9) иногда возрастание проницаемости митохондрий; 10) 

отсутствие активации каспаз. В конечном итоге остается клеточный дебрис – 

остаток клетки, окруженный плазматической мембраной, который 

фагоцитируется макрофагами. 

Программированный некроз. Длительное время некроз рассматривали 

лишь как вариант неспецифической гибели клетки. Фактической причиной 

гибели при некрозе считают резкое падение содержания АТФ в клетках до 

такого уровня, который не совместим с жизнью (Fiers et al., 1999; Edinger, 

Thompson, 2004). «Энергетическая катастрофа» может быть вызвана, 

например, токсинами или физическими повреждениями. Морфологическими 

признаками некроза является набухание клеток и их мембранных органелл, 

неспецифическая компактизация хроматина, вакуолизация цитоплазмы, 

нарушение целостности плазматической мембраны и выход содержимого 

клеток во внеклеточное пространство. В итоге в многоклеточном организме в 

области некроза развивается воспалительная реакция. 

Понятие «программированный некроз» сформировалось на основании 

данных о том, что существует сигнальный путь инициации некроза в ответ на 

связывание рецепторами таких молекул как TNF, на фоне подавления 

апоптоза (Fiers et al., 1999). Индуцировать программу некроза можно, если 

активировать программу апоптоза связыванием таких лигандов как Fas, 

TRAIL или вызывая гиперэкспрессию проапоптотического белка Bax, и в 

тоже время либо ингибируя активность каспаз, либо вызывая 

гиперэкспрессию антиапоптотических белков. Программированный некроз в 

свою очередь может быть подавлен, если на клетки воздействовать 

антиоксидантами либо подавить активность протеинкиназы RIP (Holler et al., 

2000). Интересно, что протеинкиназа RIP является одной из мишеней 

действия каспаз. Это означает, что инициация и осуществление апоптоза 

активно подавляют развитие некроза в клетках.  

Физиологическое значение такого противоборства между апоптозом и 

программированным некрозом проявляется на двух системах. На клетках, 

инфицированных вирусом vaccinia virus, программированный некроз может 

быть не только вариантом гибели в условиях подавления апоптоза, но и 

выполнять функцию усиления иммунных реакций в ответ на инфицирование 

микроорганизмами.  
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Отрицательная связь между апоптозом и программированным некрозом 

прослеживается и при повреждении ДНК, вызванном химическими агентами 

или ионизирующим излучением. В неопухолевых клетках в этих случаях 

включаются пункты проверки, действующие во всех фазах интерфазы 

клеточного цикла и предотвращающие вступление в митоз клеток с 

нарушенным геномом (Rieder, Khodjakov, 1997). 

В случае нарушения механизмов репарации клетки погибают путем 

апоптоза. Однако, как оказалось, если в таких клетках с поврежденной ДНК 

нарушены механизмы осуществления апоптоза, что является достаточно 

распространенным в трансформированных клетках, клетки погибают путем 

программированного некроза. Физиологическое значение некроза в такой 

ситуации имеет двоякий смысл. С одной стороны программированная гибель 

клеток путем некроза в отсутствие апоптоза все же снижает риск передачи 

дочерним клеткам мутаций (Edinger, Thompson, 2004). С другой стороны, 

распад клеток при некрозе может способствовать активации иммунного 

ответа многоклеточного организма. 

Если проанализировать, в каких фазах клеточного цикла возможен тот 

или иной вариант гибели клеток, то складывается следующая картина. В 

отличие от апоптоза, который может запускаться в разных фазах клеточного 

цикла, в том числе и собственно в митозе в форме митотической катастрофы, 

аутофагическая гибель развивается преимущественно в непролиферирующих 

клетках (G0-фаза и терминальная дифференцировка). Однако если в 

пролиферирующих клетках подавлены механизмы апоптоза, например, 

инактивированы каспазы, то гибель пролиферирующих клеток 

осуществляется по механизму программированного некроза. 

Теория феноптоза. Скулачевым выдвинуто предположение, о 

существовании некой генетической программы самоуничтожения, которая 

постепенно и разрушает организм. 

Оригинальность идеи Скулачева в том, что в противовес мнению многих 

геронтологов о старении как о многофакторном процессе накапливающихся 

повреждений, он предлагает проверить гипотезу существования единой 

причины. Согласно теории Скулачева, клетка, совершив свой жизненный 

цикл, подвергшись действию неблагоприятных факторов (ионизирующее 

излучение, заражение вирусами и т.д.), трансформации в раковую клетку и 

др. должна сама себя уничтожить, совершить "самоубийство"- вступить на 

путь апоптоза. 

Самоубийство происходит не только на клеточном уровне- апоптоз, но и 

на субклеточном (разрушение органелл, например, митохондрий, при 

неправильном функционировании-митоптоз), органном- органоптоз, а самое 

http://compas/apoptosis
http://moikompas.ru/tags/apoptoz
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главное, на организменном- феноптоз. Примеры феноптоза есть среди 

растений и животных: Бамбук размножается вегетативно 15-20 лет и не 

стареет. Затем внезапно после созревания семян стареет за считанные дни и 

умирает, дав местосеменам, чтобы прорасти. У кальмаров самец разрывает 

самке кожу, подсаживает сперматофор и погибает. У агавы мексиканской, 

которая обычно живет десять лет, на последнем году жизни обрезали 

генеративный побег. Через год он отрастал заново. Его опять обрезали... 10-й 

год жизни растения продолжался столетие. После нереста Лосось 

стремительно стареет, болеет и умирает через месяц-другой. Но если в ее 

жабрах поселяются личинки двустворчатых моллюсков-жемчужниц, то рыбка 

остается жить. Личинкам жемчужниц нужно вернуться в свою родную реку, 

поэтому они выделяют вещества, которые выключают старение лосося. Рыба 

опять приходит на нерест и привозит личинок с собой. Известны случаи, 

когда жемчужницы продляли жизнь лососю до 30 раз. 

Скулачев выдвинул идею о том, что старение человека - это частный 

случай феноптоза, растянутый во времени. По его мнению, конечными 

исполнителями программы самоубийства являются именно митохондрии, 

катализатором процесса, активные формы кислорода. 

Владимир Скулачев предложил использовать антиоксиданты с 

положительным зарядом, которые способны уничтожать активные формы 

кислорода внутри митохондрий (здесь принципиальное отличие от известного 

многим простого повышения антиоксидантной защиты организма). 

Предполагается, что если насытить такими антиоксидантами митохондрии 

человеческих клеток, то активные формы кислорода будут уничтожаться 

сразу же после возникновения, тем самым значительно увеличивая "срок 

годности" человеческого тела.  

Разумеется, этот план сработает, если активные формы кислорода, 

участвующие в самоубийстве клеток, вырабатываются только в 

митохондриях. Полной уверенности в этом нет, однако есть косвенные 

данные, вселяющие оптимизм. В настоящее время исследуются все типы 

самоликвидации живых систем, завязанные на продукцию ядовитых форм 

кислорода.  

По словам ученого, для того, чтобы "запретить" митохондриям 

производить этот яд, необходим антиоксидант. Но если ввести некоторое его 

количество, организм немедленно начинает либо вырабатывать еще больше 

опасного кислорода, либо уменьшает синтез собственных противоядий, т.е. 

всеми силами стремится реализовать свою зловещую программу феноптоза. 

Однако уже синтезирован препарат, позволяющий в 1000 раз повысить 

антиоксидантный запас митохондрий - это катионный антиоксидант, который 

http://moikompas.ru/tags/fenoptoz
http://moikompas.ru/tags/fenoptoz
http://moikompas.ru/tags/starenie
http://moikompas.ru/tags/fenoptoz
http://moikompas.ru/tags/fenoptoz
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накапливается по электрическому полю внутри митохондрии. Такую дозу 

противоядия органелла вряд ли сможет преодолеть. Первые этапы проверки 

гипотезы уже осуществлены и дали положительные результаты. 

Генная сеть-это ансамбль согласованно работающих генов, который 

контролирует протекание определённых (биохимических, физиологических и 

т. п.) процессов в организме. 

От простенькой генной сети с её паутиной межгенных связей и 

взаимодействий просто кружится голова 

 

Аутофагия 
 

Покой, апоптоз или аутофагия: как клетка принимает решение? В этом 

разделе представлен обзор молекулярных механизмов, которые участвуют в 

запуске тех или других определённых клеточных программ: адаптации к 

стрессу или запрограммированной клеточной смерти. 

Состояние покоя и клеточные виды смерти. Одной из особенностей 

старения является неспособность клетки адаптироваться к условиям стресса. 

В процессе жизнедеятельности, в клетках накапливаются необратимые 

повреждения и, как следствие, делящиеся клетки регенерирующих тканей 

прибегают к двум основным механизмам, предотвращающим деление. Они 

могут либо навсегда остановить клеточный цикл (войти в состояние покоя, 

«сенесценцию»), либо запустить механизм программированной смерти. 

Апоптоз (самоубийство) является наиболее подробно описанной формой 

запланированной клеточной смерти. 

Существует, однако, ещё одна форма гибели клетки - аутофагия 

(самопоедание), которая осуществляется при помощи лизосомной 

деградации, имеющей важное значение для поддержания гомеостаза. В 

отличие от митотических (делящихся) клеток, постмитотические клетки, 

такие как нейроны или кардиомиоциты, не могут войти в состояние покоя, 

поскольку они уже окончательно дифференцированны. Судьба этих клеток, 

таким образом, полностью зависит от их способности справляться со 

стрессом. Аутофагия является одним из основных механизмов для 

ликвидации поврежденных органелл, долгоживущих и аномальных белков и 

излишних объёмов цитоплазмы.  

Аутофагия (аutophagy - от греческих слов: "auto", означающими само- и 

"phagein" означающее «поглощать») представляет собой процесс, 

посредством которого собственные компоненты клетки доставляются к 

лизосомам для глобальной деградации (рис.2).  
 

http://moikompas.ru/tags/kletka
http://moikompas.ru/compas/apoptosis
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%83%D1%82%D0%BE%D1%84%D0%B0%D0%B3%D0%B8%D1%8F
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Рис.2. Аутофагия - процесс, посредством которого собственные компоненты 

клетки доставляются к лизосомам для деградации (по Terman et al., 2007) 

 

Этот повсеместный процесс выступает в качестве важного регуляторного 

механизма для ликвидации поврежденных органелл, внутриклеточных 

патогенов и лишних частей цитоплазмы, а также долгоживущих, аномальных 

или агрегированных белков. Показано, что коротко-живущие белки 

ликвидируются преимущественно через протеасомы. 

По крайней мере, три различных типа аутофагии были описаны (рис.2), 

которые различаются в способе доставки органелл к лизосомам. Наиболее 

подробно описывается тип макроаутофагии (macroautophagy), в котором 

элементы цитоплазмы и целые органеллы поглощаются так называемыми 

аутофагосомами (autophagosomes), имеющими двойную мембранную 

структуру, или первичными аутофаговыми вакуолями (AV-I). После слияния 

с лизосомами, аутофагосомы формируют одно-мембранную структуру, 

называемую аутолизосомой (autolysosome) или поздними аутофаговыми 

вакуолями (AV-II), содержимое которых деградируется и получившиеся 

элементы возвращаются в цитоплазму для метаболических реакций. 

Основным негативным регулятором макроаутофагии является киназа 

mTOR, которая, как правило, запускает базовое образование аутофагосом, но 

ее ингибирование (например, при помощи рапамицина при отсутствие 

питательных веществ) запускает макроаутофагию. Подавление mTOR 

активности способствует ферментативной активации мультипротеинового 

комплекса, который формируется из III phosphatidylinositol 3-киназы (PI3K), 

белка вакуолярной сортировки 34 (Vps34), Beclin 1, белка вакуолярной 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15524167?dopt=Abstract
http://moikompas.ru/compas/mtor_kinase
http://moikompas.ru/compas/mtor_kinase
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сортировки 15 (Vps15), белка резистентности к УФ-излучению (UVRAG), 

endophilin B1 (Bif-1), молекулы активации Beclin-1-зависимой аутофагии 

(Ambra 1) и, возможно, другие белки. Этот комплекс негативно регулируются 

белками Bcl-2 / X L. Vps34 производит фосфатидилинозитол - 3-фосфат 

[PtdIns (3) P], молекулярный сигнал для сборки аутофаговых комплексов 

формирующим удлинение и закрытие везикул. Процесс макроаутофагии 

можно заингибировать по пути insulin/IGF-1, где PI3K продуцируют 

phosphatidylinositol - 3,4,5-trisphosphate [PtdIns (3,4,5) P 3], которые 

стимулируют функцию mTOR. 

Не так хорошо изученным является следующий тип аутофагии - 

микроаутофагия (microautophagy), при котором поглощение органелл 

производится непосредственно в лизосомные мембраны. Этот механизмтакже 

является путём деградации органелл и долгоживущих белков, но, в отличие 

от макро-аутофагии, он не отвечает за адаптацию к недостатку питательных 

веществ.Одной из конкретных форм микро-аутофагии является весьма 

избирательная деградация пероксисом (micropexophagy), описанная в 

дрожжах, как механизм адаптации к оксидативному стрессу. 

Третий тип само-поедания является шаперон-ассоциированная аутофагия 

(CMA). Несмотря на то, что этот путь также чувствителен к недостотку 

питательных веществ, в нём не происходит тотального поглощения органелл 

или избирательного распознавания субстрата. В CMA, белки цитоплазмы, 

которые содержат конкретные пента-пептидные мотивы, распознаваемые 

лизосомами (консенсус последовательность KFERQ) распознаются 

комплексом белков-шаперонов (в том числе теплового шока 73 кДа-белок, 

hsc73) и направляются к лизосомной мембране, где они взаимодействуют с 

белками, связанными с мембраной лизосом (LAMP)2a. Субстратные белки 

затем разворачиваются и транспортируются в люмен лизосом для деградации. 

Мотив KFERQ находится примерно в 30% белков цитоплазмы, включающих 

в том числе RNase А и амилоидные белки предшественники (APP). 

Интересно, что АРР могут быть связаны hsc73 (и, следовательно, скормлены 

СМА), когда основной путь их деградации заингибирован и данное 

взаимодействие происходит не через APP KFFEQ последовательности. Пока 

еще не ясно как KFERQ мотив распознается шапероновым комплексом. 

Некоторые пост-трансляционные изменения субстратов (например, окисление 

или денатурация) могут сделать этот мотив более доступными для 

шаперонов, повышая уровень их лизосомного поглощения в CMA. 

Аутофагия и апоптоз при клеточном старении. В большинстве случаев, 

аутофагия способствует выживанию клеток путем адаптации клеток к 

условиям стресса. В этом контексте парадоксально, что механизм аутофагии 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18191218?dopt=Abstract
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представляет из себя также не-апоптотическую программу клеточной гибели, 

которую называют "autophagic"или" тип-II' клеточной смертью. Это основано 

на том, что некоторые случаи гибели клеток сопровождаются массовой 

аутофаговой вакуолязацией. Тем не менее, эти морфологические наблюдения 

не могут показать, сопровождается ли смерть клетки формированием 

аутофаговых вакуолей или клеточная гибель действительно осуществляется 

путём аутофагии. 

В самом деле, отношения между аутофагией и апоптозом являются 

сложными, и именно то, что определяет, погибнет ли клетка путем апоптоза 

или по другому механизму по-прежнему остаётся неясным. В некоторых 

клеточных системах, аутофагия является единственным механизмом гибели, 

действуя в качестве резервного механизма исполнение смертного приговора, 

когда апоптоз в клетке просто заингибирован. И наоборот, если в процессе 

клеточного голодания заблокировать процесс аутофагии (например, 

припомощи малых интерферирующих РНК), то инициируется программа 

апоптоза. В опухолевых клетках клеточных линий при воздействии на них 

цитотоксическими веществами, клетки предпочитают аутофагию, избегая 

апоптоз и клеточное старения. 

Опять же, белок p53 был определен в качестве одного из главных 

регуляторов определяющего направление, по которому пойдёт клетка. В 

стареющих и постмитотических клетках, аутофагия служит в качестве 

механизма адаптации к стрессу. Было показано, что аутофагосомы 

накапливаются в стареющих фибробластах в целях содействия обновлению 

веществ цитоплазмы и её органелл. Точно так же в кардиомиоцитах, 

оптимальное функционирование митохондрий зависит от макро-аутофагии. 

Работа одного типа аутофагии - CMA - снижается с возрастом, что 

увеличивает риск дегенерации нейронов, связанный с накоплением 

подверженных к аггрегации мутантных белков. Следует отметить, что 

нейродегенеративные заболевания, связанные с возрастом, имеют схожие 

характеристики с патологиями, вызванных нокаутом генов, связанных с 

аутофагией (atg) в головном мозге, такими как накопление 

убиквитинированных белков и телец включения в цитоплазме, увеличение 

апоптоза в нейронах и постепенная потеря нейрональных клеток. 

Недостаток питательных веществ является наиболее часто используемым 

способом индуцирования аутофагии в культивируемых клетках, и 

действительно аутофагия это механизм, с помощью которого одноклеточные 

организмы (например, дрожжевые клетки), а также клетки млекопитающих 

могут адаптироваться к истощающимся ресурсам. В ходе деградации 

макромолекул высвобождается АТФ, что позволяет скомпенсировать 
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отсутствие внешних источников питания. Важно отметить, что эта 

способность аутофагии может участвовать в продлении жизни организма за 

счёт ограничения в калорийности питания. Голодание или диетическое 

ограничение являются одним из сильнейших стимулов для запуска аутофагии 

по всему организму у мышей и нематод C.elegans. В интересном 

исследовании было показано, что выключение atg генов в C. elegans отменили 

эффекты противостарения, которые наблюдались у особей в ходе 

ограничения калорий. Точный механизм, посредством которого аутофагия 

уменьшает старение, далеко не ясен. Тем не менее, можно предположить, что 

регулярное обновление цитоплазматических структур и молекул "очищает" и 

тем самым омолаживает клетки. Кроме того, аутофагия играет важную роль в 

поддержании стабильности генома посредством механизмов, которые еще не 

изучены. Таким образом, общее увеличение уровня аутофагии может помочь 

избежать долгосрочных последствий повреждений ДНК, гипотеза, которая 

требует дальнейшего изучения.  

Таким образом, эмбриогенез и развитие многоклеточных организмов 

являются результатом баланса между клеточной пролиферацией и клеточной 

смертью. После дифференцировки тканей, ткани с пролиферирующими 

клетками и ткани с не пролиферирующими клетками накапливают 

повреждения, которые существенны для поддержания жизни и ускоряющие 

старение. В пролиферативных тканях, существуют два различных механизма, 

которые позволяют клеткам избежать прогрессирования поврежденных 

клеток в клетки рака: арест деления (процесс, известный как клеточное 

старение), либо запрограммированная клеточная гибель (апоптоз и, 

возможно, также массивная аутофагия). Кроме того, старение связано с 

возрастающим риском развития различных патологий, связанных с 

клеточными повреждениями. В частности, нейродегенерация может развиться 

из-за снижения клеточных механизмов, которые направлены на удаление 

поврежденных элементов. Основной путь деградации цитоплазматических 

элементов – аутофагия, уровень которой, как сообщается, снижается с 

возрастом. 

 

Стимулирование аутофагии путём ограничения калорийности питания 

может служить в качестве стратегии для того, чтобы избежать развития 

возрастно-зависимых болезней, как это было показано на C.elegans. Вместе с 

тем остается открытым вопрос о том, что может оказать положительное 

влияние на возрастные изменения в человеке: индукция аутофагии 

(периодическая или непрерывная) путем ограничения калорийности 
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(перемежающейся или постоянной) или воздействие фармакологическими 

средствами.  

Нарушения аутофагии часто являются причиной ряда заболеваний у 

людей преклонного возраста. Последствия затухания процесса аутофагии в 

клетках обычно крайне тяжелы. Следствием нарушения процесса аутофагии 

бывают заболевания, которым подвержены индивиды преклонного возраста. 

Для развития таких заболеваний требуется не одно десятилетие. При болезни 

Альцгеймера вследствие нарушения процесса аутофагии в цитоплазме 

нейронов образуются агрегаты белка тау, а снаружи образуются β-

амилоидные бляшки. Во время болезни Паркинсона в нейронах 

накапливаются агрегаты альфа-синуклеина. А при болезни Хантингтона в 

цитоплазме нейронов накапливается белок хантингтин. Другие заболевания 

связанные со старением – различные кардиомиопатии. Накопление в 

кардиомицитах мусора (митохондрий и липофусцина) приводит к нарушению 

функционирования этих клеток. Вообще при «нормальном» старении 

клеточный мусор тоже накапливается в цитоплазме клеток но с меньшей 

скоростью. Таким образом такие патологии как болезнь Альцгеймера можно 

считать, грубо говоря, примером «ускоренного старения» отдельной ткани 

(Terman et al., 2007) 

Регуляция аутофагии: основные участники процесса белок TOR и белок 

beclin-1 (рис.3) Клетка может принять решение активировать или 

ингибировать аутофагию под влиянием двух регуляторов. Мишень 

рапамицина TOR считается основным ингибитором аутофагии в то время как 

белок beclin-1 считается главным активатором аутофагии. Если в клетке нет 

недостатка энергетических ресурсов а также под влиянием факторов роста то 

белок TOR находится в активном состоянии и процесс аутофагии 

заблокирован: клетка идет по Akt/mTOR пути.  

Недостаток энергетических ресурсов и питательных веществ приводит к 

активации аутофагии в результате блокирования фактора TOR. Главным 

активатором аутофагии является белок beclin-1. Фактор TOR блокируется 

рапамицином, а также (через факторы SIRT) ресвератpолом – веществом, 

содержащимся в красном вине.  

Направления работы современных лабораторий сводятся к 

идентификации белков, влияющих на аутофагию (таких как, например, белок 

TOR1, beclin 1 и др.) и кодирующих их генов. 

http://moikompas.ru/tags/starenie
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Рис.3. Белки TOR 

ингибируют аутофагию и 

вызванную голоданием 

транскрипцию генов и 

активируют такие процессы как 

трансляцию и биосинтез рибосом 

Из статьи: (Raught B.,Gingras 

A., Sonenberg N. Белки-мишени 

рапамицина (TOR) - The target of 

rapamycin (TOR) proteins //Proc 

Natl Acad Sci.- 2001.-V.98, №13.-

Р.7037–7044) 
 

Кодирующие белки, отвечающие за аутофагию, гены Atg были 

идентифицированы у дрожжей. Сигнальные пути, которые управляются их 

производными сходны у дрозофил, млекопитающих, круглых червей. Зная, 

какие гены отвечают за аутофагию ученые могут избирательно «выключать» 

их у модельных организмов чтобы, например, исследовать влияние 

отсутствия таких генов на длительность жизни у генетически 

модифицированных организмов. К примеру было показано, что 

«выключение» отвечающих за аутофагию генов atg-7 и atg-12 c помощью 

интерферирующих РНК уменьшало продолжительность жизни C.elegans 

(Hars E., et al 2007). А ингибирование фактора TOR который в свою очередь 

ингибирует аутофагию приводит к активации макроаутофагии и к 

увеличению продолжительности жизни подопытных животных. Гены, 

кодирующие белки отвечающие за аутофагию высоко консервативны, так что 

изучение регуляции аутофагии на таких модельных системах как D. 

Melanogaster, S. cerevisiae, C. elegans может дать ключ к пониманию 

процессов регуляции аутофагии у высших млекопитающих (Neufeld и 

Baehrecke, 2008). Открытая Кристианом де Дюве (в 1974 году он получил 

нобелевскую премию за ее открытие), сегодня аутофагия является предметом 

исследования генетиков, молекулярных биологов, биологов развития, 

нейробиологов (Klionsky 2008).  

Реакция организмов на аутофагию. В свою очередь уже известно, что 

различные организмы сходно реагируют на активацию аутофагии: 

Микроорганизмы: B ответ на голодание у дрожжей активируется аутофагия и 

увеличивается продолжительность жизни (Tang et al.,). Необходимая для 

аутофагии липаза Atg15p необходима и для увеличения длительности жизни. 

Аутофагия является причиной увеличения продолжительности жизни 

дрожжей с дефектным фактором TOR.  

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=11416184
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=11416184
http://moikompas.ru/tags/autofagiya
http://moikompas.ru/tags/autofagiya


 19 

Дрозофилы: Ингибирование TOR приводит к увеличению 

продолжительности жизни и активации аутофагии. У дрозофил у которых нет 

генов регуляции аутофагии продолжительность жизни меньше в два раза чем 

у обычных мушек. При этом продолжительность жизни увеличивается если 

уровень белка активирующего аутофагию (Atg8a) увеличивается в стареющих 

клетках. 

Нематоды: У C. elegans путь TOR который отвечает за распознавание 

признаков «голодания» ингибируется при недостаточном питании. 

Инсулин/IGF-1 путь также ингибирует фактор TOR. Увеличение 

продолжительности жизни у мутантов нематод у которых замедлено дыхание 

в митохондриях также зависит от аутофагии. Кальциневрин также регулирут 

продолжительность жизни через аутофагию. 
 

Литература по теме:  

Kaushik S., A. M. Cuervo, A.M. March; Шаперон-зависимая аутофагия -

Chaperone-Mediated Autophagy// Methods Mol Biol.- 2008.-Т.445.-С.227-244. 

Boland B., Kumar A., Lee S., Platt F., Wegiel J., Yu H. , Nixon R. J. Индукция 

аутофагии и уборка с помощью аутофагосом в нейронах: связь нарушений 

аутофагии с болезнью Альцгеймера-Autophagy Induction and Autophagosome 

Clearance in Neurons: Relationship to Autophagic Pathology in Alzheimer's 

Disease//Neurosci.-2009 .-.4; 28(27).-С.6926-6937 

 

Верификация апоптоза клеток 

методом световой, электронной микроскопией. 

Морфологические и биохимические признаки апоптоза клетки 
 

Все методы морфологической идентификации ПКГ можно подразделить 

на следующие группы: 

Рутинное свето-микроскопическое исследование с использованием 

обычных методов фиксации и окрашивания или способов, селективно 

выявляющих пикнотизированный хроматин. Сюда относятся методы с 

использованием витальных красителей; 

Флюоресцентно-микроскопическое исследование с использованием 

флюорохромов, включая и проточную цитофотометрию. Флуоресцентный 

метод анализа апоптоза (запрограммированной смерти) по связыванию 

Аннексина V. 

Электронно-микроскопические методы: трансмиссионная и сканирующая 

электронная микроскопия: Выявление олигонуклеосомной деградацииДНК in 

situ. 

Иммуногистохимическое выявление белков-маркеров, участвующих в 

запуске ПКГ. 
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Рутинная световая микроскопия. Изучение ПКГ на окрашенных 

стандартными способами препаратах широко применяется ввиду 

относительной простоты и дешевизны этих методов. 

Для учета апоптоза в клеточной взвеси нередко используют подсчет 

апоптотических телец в камере Горяева—Тома с добавлением небольшого 

количества растворов витальных красителей — нейтрального красного или 

трипановогосинего.  

Критериями отличия ПКГ от некроза выступают распад клеток на 

фрагменты, содержащие гранулярные отмешивания красителя и не имеющие 

диффузного прокрашивания цитоплазмы. 

 

Метод основан на том, что, в отличие от некроза, при ПКГ 

мембранные структуры клеток остаются неповрежденными (т.е. 

фактически апоптотические тельца являются «живыми» образованиями),  

 

это препятствует распространению красителя в цитозоле. Низкая 

эффективность метода связана, 1- с незначительной длительностью 

специфичной для апоптоза стадии фрагментации клеток (всего1-1,5 ч), а во 2-, 

с трудностями изучения морфологии погибающих клеток и апоптотических 

телец даже при применении фазового контраста. 

 

Оценку апоптоза проводят и на фиксированных препаратах-мазках и 

гистологических срезах. Методика фиксации особого значения не имеет, но 

предпочтительнее смеси, сохраняющие тонкую структуру ядра клетки. 

Обычно для мазков применяют этанол или метанол, а для срезов - смеси 

Карнуа, Боуэна, растворы формалина. Для окраски используют стандартные 

методы — азур-эозин по Романовскому-Гимзе (рис.4), гематоксилин-эозин и 

т.д. В связи с тем, что при апоптозе характерными считаются изменения 

морфологии ядра, некоторые авторы предпочитают использовать 

селективные методики окраски хроматина. Например, для выявления 

апоптотических изменений в миелокариоцитах костного мозга при лучевой 

болезни использовалась традиционная окраска на ДНК по Фельгену-

Россенбеку. В. Moser предложен специальный метод выявления апоптоза 

селективной импрегнацией конденсированного хроматина AgNO3 c 

этенамином на эмпирически подобранных условиях. Этот метод 

использовался для выявления апоптоза в спленоцитах и саркоматозных 

перевиваемых опухолях, причем возможно производить количественную 

оценку апоптоза с помощью автоматического компьютерного анализа 

изображения (Хавинсон и др., 2000). 
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      Рис.4. Апоптоз нейтрофильных 

гранулоцитов: клетка в центре 

несколько уменьшена в размерах, 

цитоплазма её уплотнена, хроматин 

конденсирован, ядро фрагментировано 

(Мазок венозной крови. Световая 

микроскопия. Увеличение в 1000 раз. 

Окраска по Романовскому — Гимзе. 

(Фото А.Н. Нестеренко, А.В. Седых). 

Полученные при подсчете апоптотически измененных клеток результаты 

выражают в виде апоптотического индекса (IА). Число подсчитанных 

клеток, необходимое для получения достоверных результатов, зависит от 

объекта исследования.  

Для статистической обработки результатов употребляют разнообразные 

методы параметрической и непараметрической статистики – критерии 

Стьюдента, Вилкоксона и др. Используют и специальные стандартные пакеты 

программ, например, пакет LYSYS II («Becton Dikinson Immunocytometry 

system») (Дудич и др., 2000). 

Что касается критериев апоптоза, выявляемых на рутинно окрашенных 

препаратах, то нужно отметить не только большое их разнообразие, но и 

подчас пренебрежительное отношение некоторых авторов к этому моменту 

при изложении методики исследования, которое нередко ограничивается 

указаниями типа «апоптоз выявляли микроскопическими методами, а также 

по степени деградации хроматина». 

Следует обращать внимание на следующие изменения морфологии ядра: 

1. Маргинация хроматина. Признак, который не всегда удается 

бесспорно выявить на окрашенных обзорными методами препаратах. 

Сущность его заключается в концентрации хроматина по периферии ядра в 

виде полусфер или глыбок, иногда принимающих форму полумесяца 

(Белушкина, Северин, 2001). 

2. Неровность контуров ядра. Ядро на определенной стадии апоптоза 

приобретает лопастный вид, далее происходит его коллапси распад на 

микроядра. 

3. Пикноз (конденсация) хроматина. Несмотря на то, что этому признаку 

отводится ведущая роль при диагностике АСК, его специфичность для 

апоптоза признается далеко не всеми исследователями. Одни авторы относят 

кариопикноз, как и кариорексис, к процессам, характерным только для АСК, 

другие указывают, что аналогичные явленияи меют место и при некрозе.  

Цитоплазматические изменения менее характерны для ПКГ. Обычно 

таковыми считаются: 
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1. Изменение окрашивания цитоплазмы, это появление базофилии на 

ранних стадиях АСК (гибнущие клетки) или эозинофилии (апоптотические 

тельца). Такие изменения связывают, с одной стороны, с сохранением синтеза 

белка при апоптозе, а с другой - с увеличением активности 

трансглютаминазы, которое приводит к сгущению цитоплазмы. Эти 

биохимические признаки отличают апоптоз от некроза, однако их 

морфологическое выражение - изменение окраски цитоплазмы - не является 

характерным для ПКГ, поскольку изменения их могут быть связаны с 

состоянием метаболизма клетки и обычно используются лишь как 

дополнительный критерий. 

2. Вакуолизация цитоплазмы, причиной которой является дилятация 

гладкой эндоплазматической сети (ЭПС). Это явление характерно для ранней 

стадии апоптоза, но, несмотря на его постоянство, малопригодно для 

верификации апоптотической смерти клеток (АСК), так как данная фаза 

апоптоза весьма кратковременна. Физиологически вакуолизация цитоплазмы 

при апоптозе обусловлена выведением из цитоплазмы жидкости, что 

необходимо для ее компактизации при действии трансглютаминазы. 

3. Изменение контуров и фрагментация клеток. На ранних стадиях АСК 

наблюдается округление контуров и уменьшение размеров клеток, потеря 

ими межклеточных контактов. Далее на клеточной поверхности появляются 

вдавления и выпячивания, после чего клетка распадается на апоптотические 

тельца. Эти тельца существуют от нескольких минут до 1 ч. In vivo их 

элиминация сопряжена с рецептор-зависимым фагоцитозом макрофагами или 

окружающими паренхиматозными клетками.  

Если фагоцитоз почему-либо не происходит (что имеет место in vitro), то 

апоптотические тельца подвергаются вторичным некротическим изменениям, 

обращаясь в детрит, что затрудняет их верификацию и количественный учет. 

На гистологических препаратах, где сохранена топография тканевых 

структур, дополнительным критерием служит отсутствие воспалительной 

реакции, а также то обстоятельство, что апоптотические процессы всегда 

развертываются на уровне индивидуальных клеток. Имеются указания на то, 

что в срезах АСК может проявляться в виде так называемых темных клеток 

(Бережков, 1990). 

Такого рода изменения встречаются среди нейронов после 

травматического воздействия, а также в опухолевых клетках. В отличие от 

типичных изменений при АСК, в темных клетках отсутствует резко 

выраженная маргинация хроматина и вакуолизация ядер. Эти клетки имеют 

вогнутые контуры. Другие признаки этих клеток соответствуют таковым при 
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АСК. Причиной появления такой аберрации апоптоза считается сдавливание 

гибнущих клеток окружающей тканью  

Итак, при апоптозе клетка сморщивается, теряя в течение нескольких 

минут до 1/3 своего объема (рис.5 А). “Усыхание” хорошо выражено как в 

культуре клеток, так и в тканевых срезах, где апоптотическая клетка 

отделяется от соседних клеток. Хроматин, который в норме представлен 

открытыми и конденсированными областями (гетеро- и эухроматин), 

становится суперконденсированным, принимает форму полумесяца (подковы) 

по периферии ядра (рис.5,В). Вследствие активации семейства белков, 

именуемых каспазами (известно около 10 видов каспаз) начинаются процессы 

протеолиза, приводящие к гидролизу структурных белков клетки.  

 

 

 

Рис.5. Этапы апоптоза 

трофобластической клетки. Стрелкой 

обозначено апоптотическое тельце. 

(Фото выполнено Nitric Oxide Research 

Group, St George’s hospital medical 

Scool, University of London). 

 

Кульминацией можно считать активизацию нуклеаз, когда начинается 

фрагментация геномной ДНК, что является биохимическим маркером 

апоптоза (Negoescu и др., 1998). Это явление необратимо, оно продолжается 

до наступления изменений в клеточной проницаемости, что и приводит 

клетку к гибели. В большинстве клеток такую фрагментацию ДНК вызывают 

кальций и магний-зависимые ядерные эндонуклеазы, которые избирательно 

«разрезают» ДНК на отрезки, локализованные между нуклеосомами 

(линкерные участки ДНК), и приводят к образованию моно- и 

олигонуклеосомных фрагментов ДНК (Steller, 1995). Процесс активации 

ферментов тонко регулируется и является АТФ-зависимым. Нуклеазной атаке 

подвергаются не только эухроматиновые (генетически активные), но и 

спирализованные уплотненные гетерохроматиновые участки. Для того, чтобы 

запустить этот процесс, клетка должна произвести ферменты – нуклеазы, что 

приводит к усилению процессов транскрипции (биосинтез РНК) и трансляции 

(биосинтез белка). Имеются данные, что ингибиторы белкового синтеза - 

циклогексамид и пуромицин - предотвращают энзиматический распад 

хроматина и могут предотвратить или отсрочить процесс апоптоза. 

Хлористый цинк также приводит к предотвращению фрагментации ДНК и 

отсрочивает апоптоз (Животовский, Хансон, 1985). 
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Программируемая клеточная гибель может иногда приостанавливаться 

при ингибировании транскрипции или трансляции нуклеиновых кислот 

(Steller, 1995). Это свидетельствует о том, что гибель клетки регулируется  

клеточными механизмами. 

Клетки продолжают сокращаться (рис.5, C), принимая форму, удобную 

для фагоцитирования их макрофагами (или соседними клетками). Последние, 

в свою очередь, ответственны за удаление апоптотических клеток из тканей 

крайне «деликатным» способом. Изменения на уровне мембран клеток могут 

наблюдаться морфологически в виде появления специфических мембранных 

выпячиваний (рис.5,D) или пузырей, которые часто завершают 

апоптотический процесс. Небольшие пузырьки часто называют 

«апоптозными тельцами» (рис.5D, стрелка, D) (Lash, Cartwright,1998). 

 На данном этапе клетка еще жива (включение летального красителя 

трипанового синего не происходит). Далее еще живые апоптозные тельца 

утилизируются, содержимое клетки не попадает во внеклеточную среду и не 

вызывает воспалительных явлений. 

 

Флюоресцентная микроскопия. Этот метод часто используется для 

выявления апоптотических клеток. Исследуют как витально окрашенные 

клетки во взвеси, так и фиксированные препараты. 

Для фиксации используют раствор параформальдегида в 70%-м этаноле 

или смесь Карнуа. Окрашивание производится с использованием 

флюорохромов, специфически связывающихся с ДНК: DAРI, Hoechst 33342 

(апоптоз), акридинового оранжевого и бромистого этидия.  

В случае витального окрашивания растворы указанных красителей 

добавляют клеточной взвеси. Согласно указаниям И.И. Фридлянской и соавт. 

(2000) используя смесь йодида пропидия и акридинового оранжевого в 

условиях витальной окраски, можно производить выявление и 

количественный учет живых, некротизированных и подвергающихся 

апоптозу клеток.  

Обычно признаком ПКГ при использовании флюоресцентной 

микроскопии служит выявление ярко светящегося конденсированного 

хроматина. В связи с этим по отношению к данному методу справедливо все, 

что было сказано выше о верификационном значении изменений ядра по типу 

рексиса и пикноза при ПКГ. 
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Рис. 6,а. Анализ апоптотических 

клеток окрашенных коньюгатом 

Annexin V-FITC и Propidium Iodine, 

методом проточной цитометрии. 

Клетки линии HL-60 инкубировали в 

отсутствие (слева) и в присутствии 

хлорноватистой кислоты, 500 µM, 

(справа) в течение суток. 

Annexin V/PI -/- – живые клетки; 

Annexin V/PI +/- – апоптотические 

клетки; Annexin V/PI +/+ – 

некротические клетки. 

 

Совмещая обработку ДНК-специфическими флюорохромами с применением 

проточной цитофотометрии, производят количественный учет ПКГ в клеточной 

взвеси. Чаще всего для этой цели используют обработку йодидом пропидия (PI). 

Диагностическим критерием в этом случае служит обнаружение на ДНК-

гистограмме дополнительного пика, свидетельствующего о наличии 

гиподиплоидных клеток (рис.6а,б).  

 

 

 

обработки (слева) и после 

обработки (справа) 

Актиномицином D. 

   N1 и N2 – популяции клеток с 

одинарным и двойным набором 

хромосом, соответственно; 

    популяция между пиками N1 и 

N2 соответствует клеткам на 

стадии S-фазы; 

  fragmented DNA - 

апоптотические клетки, в которых 

ДНК была фрагментирована и 

частично отмыта в процессе 

приготовления препарата. 

 

Рис. 6,б. Анализ клеточного цикла методом 

проточной цитометрии по флуоресценции PI. 

Линия клеток Jurkat (T-ЛФ мыши) до  

 

С помощью этих методы производится оценка состояния 

цитоплазматической мембраны клетки, - ее проницаемости при окраске 

аннексином V, специфически связывающегося с остатками 

фосфатидилсерина мембраны апоптозных клеток с последующей 

цитофлюорометрией.  
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   Рис.7. Принцип 

проточной 

флюорометрии 

основан на 

физическом 

явлении 

рассевания 

светового потока 

при прохождении 

через него 

материальных 

объектов. 

 

На рис.7 представлена схема, описывающая принцип работы проточного 

цитофлюорометра. С помощью высокоочищенной жидкости внутри 

измерительной кюветы создается ламинарный поток, "выстраивающий" 

исследуемый образец в очередь, следующих друг за другом частиц 

Через кювету проходит луч одного или нескольких лазеров, который при 

попадании на частицу частично рассевается, образуя прямое и боковое 

рассеивание, интенсивность которых регистрируется чувствительными 

фотоумножителями. 
 

 

 

Рис.8,а. Проточная цитофлуориметрия: нет 

агрегации хроматина.  

Laboratory of Ultrastructures and Virology, Istituto 

Superiore di Sanita’,Rome, Italy 

 

 

Рис.8,б. Проточная цитофлуориметрия:  

1- норма, 2- митоз, 3- апоптоз. 

Laboratory of Ultrastructures and Virology, Istituto 

Superiore di Sanita’,Rome, Italy. 

 

Рис.8,в. Проточная цитофлуориметрия: 

а- норма, 

b- утрата связи с кариолеммой, 

c- распадение ядра, 

d- образование апоптотических телец. 

 

Флуоресцентный метод анализа выживаемости клеток с двойным 

окрашиванием. Существует ряд более дорогостоящих, но эффективных 

подходов, позволяющих дискриминировать живые и мёртвые клетки. Они 
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основаны на одновременном окрашивании клеток несколькими 

флуорофорами. В одном из таких методов используются бромид этидия и 

кальцеин АМ. 

Отрицательно заряженный бромид этидия, проникает только в клетки с 

повреждённой мембраной, интеркалирует в ДНК и флуоресцирует в красной 

области. 

Кальцеин АМ (ацетооксиметиловый эфир кальцеина), напротив, 

свободно проникает через плазматическую мембрану и в результате 

гидролиза клеточными эстеразами превращается в полианион кальцеин, 

который обладает флуоресценцией в зелёной области и удерживается в 

клетках с целостной мембраной (живых клетках) благодаря своему заряду. 

Анализ окрашенных клеток можно проводить как методом проточной 

цитометрии (рис. 9), так и методом флуоресцентной микроскопии.  
 

 

Рис. 9. Анализ выживаемости клеток HL-

60 методом проточной цитометрии по 

флуоресценции бромида этидия и 

кальцеина. 

Клетки инкубировали в отсутствие (А) и 

в присутствии хлорноватистой кислоты, 

500 µM, (Б) в течение суток. 

Двумерное распределение клеток по 

флуоресценции в 1-ом канале (по 

горизонтали, нм, кальцеин) и в 4-ом 

канале (по вертикали, нм, бромид этидия) 

позволяет оценить количество живых и 

некротических клеток (стрелки, 

соответственно). 

 
Флуоресцентный метод анализа апоптоза по связыванию Аннексина V. 

Для оценки количества живых, апоптотических и некротических (или, так 

называемых, поздних апоптотических) клеток используют метод основанный 

на двойном флуоресцентном окрашивании клеток Аннексином V-FITC и PI 

(рис 10 а,б). Аннексин V специфично и с высокой афинностью связывается с 

фосфатидилсерином, который появляется на поверхности апоптотических 

и некротических клеток; PI проникает только в клетки с повреждённой 

мембраной. Апоптотические клетки окрашиваются только аннексином V, 

поскольку они сохраняют целостность мембраны на ранних стадиях апоптоза, 

в то время как некротические клетки окрашиваются и обоим реагентами 

(рис.6). 
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    Рис.10,а. 

Анализ путей 

программируемой 

клеточной гибели 

Тест «живое и 

мертвое» (life and 
 

 

    Рис. 10,б. 

Флуоресцентная 

микрофотография 

клеток линии 

HeLa, окрашенных 

бромидом этидия  

dead assay) путем прижизненного 

окрашивания гепатоцитов ядерными 

красителями Hoechst 33342 (апоптоз) 

(фото - окраска зеленым цветом) и 

йодистым пропидием (некроз) (фото- 

окраска красным цветом) 

и кальцеином AM. Клетки инкубировали 

в отсутствие (слева) и в присутствии 

перекиси водорода, 500 µM, (справа) в 

течение 2 ч. Живые клетки окрашены 

зелёным (кальцеин), ядра мёртвых 

клеток – красным (бромид этидия). 
 

Флуоресцентный метод анализа клеточного цикла. Арест роста клеток 

также является частым ответом клеток на токсическое воздействие. Фиксация 

клеток с последующей окраской флуорофором, интеркалирующим в ДНК 

(например, PI), позволяет оценить относительное количество клеток на 

разных стадиях клеточного цикла. Метод также выявляет клетки с 

фрагментированной ДНК, т.е. апоптотические клетки.  

На рис. 7 дан анализ клеточного цикла методом проточной цитометрии по 

флуоресценции иодида пропидия. Линия клеток Jurkat (T-лимфоциты мыши) до 

обработки (слева) и после обработки (справа) Актиномицином D. N1 и N2 – 

популяции клеток с одинарным и двойным набором хромосом соответственно; 

популяция между пиками N1 и N2 соответствует кеткам, находящимся на стадии S-

фазы; fragmented DNA – апоптотические клетки, в которых ДНК была 

фрагментирована и частично отмыта в процессе приготовления препарата. 

Изучение функционального состояния клеток. К ним относятся, 

например, методы:  

 оценки скорости и степени распластывания клеток адгезивных 

культур,  

 оценка митохондриального потенциала и  

 оценка редокс-потенциала клеток.  

В частности, редокс-потенциал клетки может быть определён по уровню 

глутатиона, основного внутриклеточного восстановителя. 

На рис. 11 представленны микрофотографии клеток линии HeLa до и 

после обработки перикисью водорода. До обработки отчётливо видно (рис.11, 

стрелка), что клетки на краях «зон роста» обладают более высокой 

флуоресценцией. Это связано с тем, что пролиферирующие клетки обладают 

более высоким уровнем восстановленного глутатиона и более высоким 

редокс-потенциалом. После обработки перекисью водорода, глутатион 
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окисляется в результате пероксидазной реакции, катализируемой глутатион-

пероксидазой и клетки слабо окрашиваются флуорофором. 
 

 

 

Рис. 11. Флуоресцентные 

микрофотографии клеток линии HeLa 

окрашенных малеимидным производным 

флуорофора BODIPY. 

Клетки инкубировали в отсутствие 

(слева) и в присутствии перекиси 

водорода, 200 µM, (справа) в течение 2ч, 

а затем окрашивали BODIPY-

малеимидом (реактивом, который 

специфически реагирует с 

сульфгидрильными группами). 

 

Электронная микроскопия (рис.12). Большинство электронно-

микроскопических признаков апоптотической смерти клеток (АСК) 

составляют те же изменения, которые выявляются при световой 

микроскопии. Ведущее значение аналогично придается морфологии ядерных 

структур. 

А 

Рис.12. Примеры морфологических 

признаков апоптоза: 

 

А - ранний апоптоз; 

 

 

Б - поздний апоптоз. Электронная 

микрофотография. Национальний 

медицинский университет имени 

А.А.Богомольца Научно-исследовательский 

лабораторный центр); 

 

 

В - образование аро-телец. Сканирующая 

электронная микроскопия (Laboratory of 

Ultrastructures and Virology, Istituto Superiore 

di Sanita’, Rome, Italy) 

Б 

В 

Вместе с этим существует ряд более тонких ультраструктурных 

изменений, характеризующих АСК и отличающих ее от некроза. В первую 

очередь к ним относятся изменения: цитолеммы и поверхностных структур 

клетки (рис. 13).  
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Вначале происходит утрата микроворсинок и десмосом, затем 

появляются выпячивания и пузыри на мембране, получившие в англоязычной 

литературе название блеббингов. При этом сама цитолемма и мембраны 

органоидов остаются неповрежденными вплоть до фагоцитоза или 

вторичного некроза апоптотических телец. 

 

 
Рис.13 Электронно-микроскопические препараты лимфоцитов 

 

Митохондрии не набухают (как это происходит при некрозе), рибосомы 

концентрируются в кристаллоидные структуры, под мембраной появляются 

параллельные пучки филаментов. В ядре обнаруживаются транскрипционные 

комплексы, поступающие из ядрышек и формирующие осмиофильные 

тельца. Поры сохраняются лишь в тех участках оболочки ядра, где 

отсутствует маргинация хроматина. ЭПС после кратковременной дилятации 

образует контакты с плазмолеммой, далее канальцы гранулярного ретикулума 

формируют кластеры и фрагментируются. В целом электронная микроскопия 

считается более надежным способом выявления апоптоза по сравнению со 

световой. 

Выявление олигонуклеосомной деградации ДНК in situ. Этот метод 

считается самым надежным и специфическим способом выявления АСК, т.к. 

направлен на верификацию основного феномена - распада ДНК под 

действием Mg
2+

/Ca
2+

-зависимых эндонуклеаз с образованием фрагментов, 

размеры которых кратны размеру одной нуклеосомы (186-200 азотистых 

оснований) (рис.14).  
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На рис.14 показаны результаты выделения олигонуклеосом, кратных по 

размеру ДНК одной нуклеосомы, методом скоростного центрифугирования 

(седиментация) и электрофорезом. 

 
 

   Рис.14. Каждый мультимер нуклеосом содержит соответствующее число единиц 

длины ДНК. (Фотография John Finch.) 
 

Для выявления этого процесса широко применяют TUNEL-метод 

(Terminal deoxynucleotidedTransferase — mediated dUTP — biotin Nick— End 

Labeelirg), или терминальное дезоксиуридиновое мечение концов.  

 

Суть TUNEL- метода заключается в специфическом связывании с 3´-

концом разорванной нити ДНК дУТФ, меченого биотином. Такое связывание 

осуществляется ферментом дезоксинуклеотидтрансферазой.  

Методика исследования клеточного апоптоза с помощью метода 

TUNEL. In situ используют детектор клеточной смерти Kits. 1×10
5
/мл клеток 

дважды промывают фосфатным буферным раствором (PBS). Для фиксации 

добавляют 4 % параформальдегид на 30 минут. Суспензию центрифугируют 

при 2000 оборотах в течение 10 минут. Надосадочную жидкость сливают. 

Клеточный осадок снова промывают PBS и добавляют 0,1% Тритон-Х100. 

Клетки охлаждают на льду в течение 2 мин и промывают один раз PBS. К 

клеточному осадку добавляют 50 мкл меченой TUNEL смеси (содержащей 

терминальную деоксинуклеотидил трансферазу). Клетки выдерживают при 

3

С в течение 1 ч, дважды промывают PBS и еще добавляют 500 мкл PBS. 

Клеточная суспензия готова к исследованию.  

Исследование клеточного апоптоза методом мечения Аннексином V. Для 

метки обычно используют жидкий Аннексин V. 1×10
5
/мл клеток дважды 

промывают раствором Хэнкса. Добавляют 100 мкл меченого буферного 
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раствора, содержащего жидкий Аннексин V - 20 мкл и йодистый пропидий 

(PI) - 20 мкл (концентрация 50мкл/мл). Суспензию выдерживают при 

комнатной температуре в течение 15 минут для исследования. 

Метод считается особенно ценным в тех случаях, когда нужно выявить 

ПКГ в тканях, содержащих небольшое число гибнущих клеток. Метод 

допускает параллельное проведение на одном и том же срезе 

иммуногистохимических и некоторых гистохимических реакций, например, 

окраску хромогранином А. 

Однако, согласно указаниям Н.Т. Райхлина и А.Н. Райхлина (2002), этот 

способ мало пригоден для выявления ранних стадий апоптоза, когда 

наблюдается крупномолекулярная деградация ДНК, поэтому клетки на 

ранних этапах апоптоза можно идентифицировать методом прочной 

цитофлюориметрии по уровню экспрессии фосфатидилсерина (рис.15). В этот 

момент уже наступают отчетливые ультраструктурные изменения, но 

количество свободных 3´-концов еще недостаточно для обнаружения их 

TUNEL-методом.  

Все же стоит отметить, что олигонуклеосомная деградация хроматина 

выявляется значительно раньше по сравнению с признаками АСК, 

выявляемыми при световой микроскопии, поэтому может помочь метод 

электрофореза (рис.16). Доказательством наличия АСК может служить 

выявление дискретной «лесенки» с размером фрагментов, кратным 200 парам 

азотистых оснований (одной нуклеосоме), что подтверждается с помощью 

маркеров молекулярной массы (рис.16). 
 

 
Рис.15. Молекула 

фосфатидилсерина.  

 

 

 

 

 

 

Рис.16. 

«Апоптотическая 

лестница» (2). 

1- контроль. 
 

Необходимость такого контроля обусловлена тем, что при разрушении 

ДНК с помощью дезоксирибонуклеаз, наблюдаемом при некрозе, также 

возможно выявление «лесенки», однако не олигонуклеосомной, а 

олигонуклеотидной, с массой фрагментов, кратной одному основанию. Все 

эти обстоятельства вынуждают в конечном счете даже при верификации АСК 

TUNEL-методом и ДНК-электрофорезом контролировать полученные 
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результаты изучением светооптической морфологии клеток с использова-

нием вышеуказанных критериев. 

Иммуногистохимическое исследование. С помощью этой группы методов 

определяют наличие протеинов, составляющих каскад биохимических 

процессов, приводящих к АСК. На основании иммуногистохимических 

данных делают выводы о возможности вступления тех или иных клеточных 

элементов в апоптоз, но не об уровне этого процесса в популяции клеток. 

Известно, например, что такой важный фактор АСК, как каспаза 3, может 

быть выявлен в нейтрофилах, у которых экспериментально заблокирована 

возможность развития апоптотических процессов.  

Обычно используют поли- и моноклональные антитела к протеинам р53 – 

ДО-7, РАВ-1801 (для выявления wt р53 и mt р53), РАВ-240 (для определения 

только mt р53) и др. В методическом плане считается более надежным 

выявление белка, мутантного mt p53, поскольку его период полураспада 

значительно больше (24 ч) по сравнению с диким wt p53 (20 мин), из-за чего 

концентрация последнего может быть ниже чувствительности 

иммуногистохимических методов. Кроме антител к протеину р53 используют 

иммуноглобулины к другим ключевым точкам генетической программы АСК 

— всl-2, bax, MPM-2, RB, Fas (моноклональные антитела ICO-160, анти-Fas, 

анти-АРО-1), циклинам, каспазам и т.д. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Обзор основных морфологических подходов к оценке ПКГ 

свидетельствует, что ни один из существующих методов выявления апоптоза, 

включая TUNEL-метод, не обладают абсолютной специфичностью и 

надежностью. Это обстоятельство указывает на необходимость ревизии и 

уточнения морфологических признаков АСК. 

Если подойти к проблеме формально, то наиболее надежным критерием 

наличия апоптоза является обнаружение каспазозависимой 

олигонуклеосомной деградации хроматина при сохранении целостности 

мембранных структур клеток. Практически же для повышения 

достоверности получаемых данных прибегают к использованию нескольких 

методических приемов, основанных на различных подходах. 
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КЛЕТОЧНЫЕ КУЛЬТУРЫ 
 

Клеточные культуры являются одним из основных инструментов, 

используемых в клеточной и молекулярной биологии, обеспечивая 

превосходную модельную систему для изучения нормальной физиологии и 

биохимии клетки (например, метаболические исследования, старение), 

воздействие наркотиков и токсических веществ на клетки, мутагенез и 

канцерогенез. Клеточная культура также используется в скрининге и 

разработке лекарственных средств, и производстве биологических 

соединений в больших масштабах (например, вакцин, терапевтических 

белков). Основное преимущество использования клеточных культур для 

любого из этих приложений является согласованность и воспроизводимость 

результатов, которые могут быть получены при использовании клеток. 

 

 

Инструкция по работе с культурами клеток 
 

• Для работы в лаборатории культуры клеток нужны отдельный 

лабораторный халат, перчатки и ботинки .  

• Тягу в ламинарном боксе необходимо включить по крайней мере за 15 

мин, прежде чем начать работать в нем.  

• Время использования УФ-лампы составляет 15-30 мин.  

• Тщательно протрите бокс 70% этанолом.  

• Протрите все, что вы положили в ламинарный бокс 70% этанолом, а 

также, если Вы использовали водяную баню для согрева жидкостей.  

• Протрите руки этанолом, даже если вы носите перчатки. Если вы 

оставили лабораторию культуры клеток и вернулись, вы должны надеть 

новые перчатки.  

• Если вы капните какой-либо жидкостью (например, среда или PBS) 

внутри ламинарного бокса или СО2 -инкубатора, очистить его немедленно 

тампоном с этанолом. ! Обратите внимание, если у вас капнет кровь, 

очистить ее сначала водой, а затем этанолом. 

• Все возможные инфекционные твердые отходы, например, кровь 

должны быть выброшены в отходы контейнера ГМО II, все твердые отходы 

культуры клеток в контейнер для отходов ГМО I. Все жидкие отходы в 5 л 

канистры. ! Обратите внимание, что вы не должны заполнять контейнеры для 

отходов слишком сильно, закройте его должным образом и принесите новую 

коробку с полиэтиленовым пакетом. Если пробирки, бутылки и т.д. не 

содержат клеточных материалов, выбросьте их в обычные отходы.  
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• После окончания работы очистите поверхность 70% этанолом. Уберите 

все лишние вещи из ламинара. Ламинарный бокс не место хранения!  

• Если вы заметили контаминацию в бутылях для культуры клеток, 

сообщите всем, кто использует их.  

• Обратите особенное внимание на требование для стерильных пипеток: 

Не пипетируйте непосредственно в стерильный бутылке со средой, а отберите 

аликвоту, например, в 50 мл пробирку.  

 

Расположение предметов в ламинарном боксе 

Расположение элементов в ламинарном боксе (рис.17) для культуры 

клеток обычно придерживается следующих правил, которые могут быть 

изменены, чтобы включить дополнительные элементы, используемые в 

конкретных приложениях: 

 Широкое, чистое свободное пространство с рабочими 

принадлежностями для культуры клеток в центре. Дозатор располагается 

спереди в правой части, где его можно легко достать. 
 

 

Рис.17. 

Основная 

структура 

расположения 

предметов в 

ламинарном 

боксе 

культуры 

клеток для 

работников 

правшей. 

Работники 

левши могут 

поменять 

местами 

предметы, 

разложенные 

на рабочей 

поверхности. 

 Реагенты и среды в задней части справа, что позволяет легко 

перемешивать. 

 Подставка для пробирок для дополнительных реагентов располагается 

посередине сзади. 

 Контейнер для жидких отходов слева позади. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ КЛЕТОЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 

 

ВЫДЕЛЕНИЕ ЛИМФОЦИТОВ 

НА ГРАДИЕНТЕ ПЛОТНОСТИ ФИКОЛЛ-УРОГРАФИН 

 

Цель работы: получение лимфоцитов из крови 

Принцип разделения клеток крови в градиенте плотности основан на 

различиях в величине их плавучей плотности. 

При центрифугировании в градиентном растворе клетки крови 

перемещаются в пробирке до тех пор, пока не достигнут области градиента, 

где их плавучая плотность равна плотности среды. 

Плотность градиента для фракционирования форменных элементов 

крови человека и животных различна. Для разделения лимфоидных клеток 

человека используют градиент плотности, равный 1,077 г/см
3
, а лимфоцитов 

мыши – 1,119 г/см
3
. При этом плавучая плотность лимфоцитов меньше, чем 

таковая величина используемого градиента, поэтому данные клетки 

располагаются над градиентом. Гранулоциты и эритроциты, имеющие 

большую плавучую плотность, в процессе седиментации проходят через 

градиентный раствор и опускаются на дно пробирки.  

В качестве градиента плотности для разделения клеток крови можно 

использовать коммерческий препарат фиколл-400 (“Sigma-Aldrich” Швеция) 

или смесь фиколла с рентгено-контрастными веществами с высокой 

плотностью (урографин, верографин, уротраст или изопак). 

Фиколл 400-это гидрофильный полимер сахарозы с высоким 

молекулярным весом. Получают растворы, содержащие до 50% (вес/объем) 

фиколла, которые охватывают диапазон плотностей до 1,2 г/мл. Мол. вес 

фиколла 400 составляет 400000. Осмотическое давление его растворов ниже, 

чем растворов сахарозы эквивалентной концентрации (рис. 18). 

а б 

Рис.18. Осмотическое давление: а - сахарозы, б - фиколла при 25
о
С. 



 38 

что позволяет использовать изотонические градиенты плотности и сохранять 

физиологические и морфологические свойства клеток и органелл в процессе 

центрифугирования. Фиколл 400 широко применяется в каждодневной работе 

с разделением клеток крови и для разделения клеток и органелл путем 

осаждения под действием силы тяжести. Для приготовления раствора 

фиколла его растворяют в теплой дистиллированной воде. 

 

Приготовление градиента плотности фиколл-урографина: 
 

1. Подготовка фиколла: 4,32 г порошка фиколл-400 растворяют в 48 мл 

дистиллированной воды. 

2. Подготовка раствора рентгеноконтрастного вещества (в частности, 

верографина): 10,14 мл 76% раствора урографина доводят дистиллированной 

водой до 21 мл. 

3. Подготовка градиента плотности: растворы фиколл-400 и 

урографина смешивают. С помощью ареометра измеряют плотность 

полученного раствора, которая должна составлять 1.077 г/см. Если плотность 

выше, то добавляют раствор фиколл-400, если ниже - раствор урографина.  

Градиент плотности можно хранить в течение 30 сут при +4˚С в склянке 

из оранжевого стекла. При отсутствии фиколл-400 градиент плотности 

можно приготовить только из одного рентгено-контрастного вещества. С 

этой целью 10 мл 76% раствора урографина смешать с 43,1 мл 

дистиллированной воды и добавить 0,45 мл ФСБ. Полученный при этом 

14,3% раствор урографина имеет плотность 1,077 г/см и может быть 

использован в качестве градиента плотности. 

Следует отметить, что при применении метода седиментации в градиенте 

плотности для выделения лимфоцитов из общей суспензии форменных 

элементов крови необходимо использовать кровь доноров или животных, 

освобожденную от фибрина. 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование: 

Раствор фиколл-урографина с удельной плотностью ρ = 1, 077 г/мл; 

фосфатно-солевой буфер; стерильные пластиковые или стеклянные пробирки 

емкостью 5–10 мл; центрифуга типа Eppendorf 5804; центрифужные 

пробирки; камера Горяева. 

Ход работы: 

Выделение лимфоцитов из крови (рис.19) проводят методом 

седиментации в градиенте плотности фиколл-урографина (A. Boyum, 1974) 

(метод позволяет удалять из клеточной смеси мертвые клетки).  

1. Смешать 3 мл обработанной антикоагулянтом крови с равным объемом 

фосфатно-солевого буфера в пробирке на 10 мл. 
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2. Внести 4 мл раствора фиколл-урографина (ρ = 1,077 г/мл) в 

центрифужную пробирку. 

3. Тщательно (по стеночке) наслоить 6 мл разведенной крови на фиколл-

урографин. Не смешивать образец с градиентом плотности. 

4. Центрифугировать 45 мин при 3000 об / мин и температуре 18-20ºС. 

5. В результате проба разделяется на 4 отдельные фракции: 1 фракция на 

дне пробирки содержит эритроциты и обломки клеток крови. 2 фракция – это 

раствор фиколл-урографина. 3 фракция, расположенная над градиентом, 

представляет собой суспензию лимфоидных клеток. 4 фракция образована 

плазмой с тромбоцитами. 

6. Слой лимфоцитов осторожно собрать по всей площади сечения 

пробирки, перенести в чистую, сухую центрифужную пробирку и разбавить 

ФСБ в соотношении 1:1. 

7. Содержимое пробирки центрифугировать 10 мин при 3000 об / мин. 

8. Надосадочную жидкость удалить, а полученный осадок 

ресуспендировать в ФСБ. 

9. Содержимое пробирки центрифугировать 10 мин при 3000 об / мин.  
 

а 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   Рис. 19. Схема разделения форменных элементов крови на градиенте плотности 

фиколл-урографин (а): б – проба до центрифугирования крови, в – после 

центрифугирования крови, 1 – градиент плотности фиколл-урографин, 2 – кровь, 

3 – эритроциты, 4 – лимфоциты, 5 – плазма крови.  
 

10. Надосадочную жидкость удалить, а осадок ресуспендировать в среде, 

выбранной для опыта. 

11. Клетки подсчитать с помощью камеры Горяева и довести их 

концентрацию до 2×10
6
 клеток/мл. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ ЛИМФОЦИТОВ НА 

ГРАДИЕНТЕ ПЛОТНОСТИ ФИКОЛЛ-ПАК (ρ=1,077) 
 

Фиколл-Пак представляет собой готовый к употреблению стерильный 

раствор плотностью 1,077 г/мл, используемый для выделения лимфоцитов 

периферической крови человека путем простой и быстрой процедуры. 

Фиколл-Пак представляет собой сесь фиколла 400 (5,7: вес/объем) и 

диатризоата натрия (9,0% вес/объем). Фиколл-Пак используется для 

выделения лимфоцитов при определении тканевой совместимости и 

цитотоксичности. Качество препарата тщательно контролируется, что 

позволяет получать воспроизводимые результаты и избежать колебаний при 

использовании разных упаковок. Процедура выделения позволяет получать 

высокий выход жизнеспособных лимфоцитов без нарушения соотношения 

между Т- и В-клетками. 
 

ПРИНЦИП ИММУНОМАГНИТНОГО РАЗДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК 

Иммуномагнитная сепарация является быстрым и надежным методом 

разделения клеток. Технология биомагнитного сепарирования основана на 

применении - парамагнитных полистирольных микрочастиц, покрытых 

антителами к специфическим антигенам. Использование однородных по 

размеру и форме микросфер обеспечивает быстрое и эффективное связывание 

клеток, минимизирует неспецифическое связывание, позволяя достичь 

высокой степени воспроизводимости результатов. 

Частицы добавляются непосредственно к образцу биологической 

жидкости. После 10-20 минутной инкубации пробирка с образцом 

помещается в магнитный сепаратор, где клетки интересующей популяции, 

связанные с магнитными частицами, улавливаются, а супернатант удаляется. 

Выделенные целевые клетки ресуспендируются в буфере и анализируются 

согласно протоколу исследования. При необходимости магнитные частицы 

впоследствии отделяются от целевых клеток.  

Использование магнитной сепарации позволяет осуществлять выделение 

интересующей популяции клеток из цельной крови, образцов костного мозга 

или мононуклеарной суспензии, что обеспечивает быстрый и прямой доступ к 

максимальному числу целевых клеток. Dynabeads, конъюгированные с 

первичными антителами - это готовые к использованию частицы, связанные с 

моноклональными антителами, высокоспецифичными по отношению к 

определенным поверхностным маркерам клеток человека и мыши. Dynabeads, 

конъюгированные со вторичными антителами - это частицы, связанные с 

очищенными вторичными антителами, позволяющие использовать любые 

мышиные, крысиные или кроличьи первичные антитела для выделения 
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целевой популяции клеток.Неконъюгированные Dynabeads - частицы для 

прямого ковалентного связывания специфических антител и лигандов 

(Dynabeads M-450 Tosylactivated, Dynabeads M-450 Epoxy) 

Два метода разделения - негативное и позитивное выделение клеток - 

предлагаются для использования по усмотрению исследователя. 

Негативное выделение клеток: 

 целевые клетки не связываются с антителами и частицами в течение 

процедуры выделения  

 выход целевых клеток > 85%  

 cохранение жизнеспособности выделенных клеток 95%  

 целевые клетки могут быть использованы для любых исследований  

Негативное выделение клеток осуществляется при удалении всех 

нежелательных клеточных популяций из образца мононуклеарной суспензии. 

Для негативного выделения клеток человека (T-, B-, NK-клеток и моноцитов) 

Dynal предлагает Системы реагентов, в состав которых входят 

оптимизированные “коктейли” высокоспецифичных мышиных антител и 

Depletion Dynabeads, конъюгированные с антителами, специфичными к 

мышиным IgG Fc.  

Негативное выделение других клеточных популяций может быть 

осуществлено с использованием “коктейля” антител, имеющегося у 

пользователя, и частиц, конъюгированных со вторичными антителами 

Dynabeads Pan Mouse IgG.  

Позитивное выделение клеток: 

 прямое улавливание целевых клеток из любого образца  

 высокий уровень чистоты выделенной фракции 99%  

 выход целевых клеток > 95%  

 возможность снятия частиц с выделенных клеток.  

Для позитивного выделения клеток используются Dynabeads, 

конъюгированные с первичными антителами, специфичными по отношению 

к поверхностным маркерам целевой клеточной популяции. Для дальнейших 

молекулярных исследований не требуется снятия частиц с выделенных 

клеток. Однако для ряда приложений, включая цитометрический анализ, 

необходимо удалить частицы из анализируемой клеточной суспензии. 

Для удаления частиц с выделенных клеток используются две системы 

DETACHaBEAD® и CELLectionTM. 

DETACHaBEAD® - поликлональные антитела, специфичные к Fab-

фрагментам первичных моноклональных антител, конъюгированных с 

Dynabeads. После инкубации с DETACHaBEAD® выделенные клетки 

освобождаются от частиц и антител, связанных с поверхностными 
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антигенами. Целевые клетки остаются жизнеспособными, экспрессия 

поверхностных маркеров не нарушается. Реагенты DETACHaBEAD® 

предлагаются с частицами Dynabeads для выделения CD4, CD8, CD19 и CD34 

клеток человека. 

CELLectionTM System - включает CELLectionTMDynabeads® c 

мышиными IgG или биотинилированными антителами, конъюгированными с 

частицами через нуклеиновую кислоту, и ферментативный буфер, 

расщепляющий ДНК-мостик. Использование системы CELLectionTM 

позволяет удалить частицы с любой популяции позитивно выделенных 

клеток. Целевые клетки, выделенные с помощью CELLection системы, 

пригодны для цитометрического анализа и культивирования (рис.20). 

 
    Рис. 20 Схема выделения клеток из крови методом иммуномагнитной сепарации 

(негативное и позитивное выделение). 

 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АБСОЛЮТНОГО КОЛИЧЕСТВА 

CD4
+
 и CD8

+
 Т-ЛИМФОЦИТОВ 

НА СВЕТОВОМ/ФЛУОРЕСЦЕНТНОМ МИКРОСКОПЕ 
 

Подсчет абсолютного количества клеток определенных субпопуляций в 

цельной крови с использованием технологии магнитного сепарирования 

является альтернативной методикой иммунофенотипирования, которую 

отличает: 

 Низкая себестоимость анализа  

 Высокая воспроизводимость результатов  

 Коэффициент корреляции с цитометрическим методом > 90%  

Ход работы:  

 Иммуномагнитное выделение целевых СD4+ и CD8+ клеток из цельной 

крови  

 Лизис выделенных клеток в растворе уксусной кислоты  

 Окраска ядер в растворе генцианвиолета или акридинового оранжевого  
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 Подсчет окрашенных клеток в камере Горяева на световом или 

флуоресцентном микроскопе  

Результат  

 Абсолютное количество CD4+, а также CD8+ Т-лимфоцитов в 

микролитре цельной крови.  
 

Протокол эксперимента:  

1. Пробоподготовка: 

- разбавление цельной крови в фосфатном буфере (125 мкл крови +350 

мкл буфера). 

2. Удаление моноцитов: 

- 25 мкл разбавленных в 2 раза Dynabeads CD14 добавляется к 

разбавленному образцу крови, 

 - инкубация 10 минут при комнатной температуре, 

- магнитная сепарация моноцитов 2 минуты, 

- супернатант, не содержащий моноциты, отбирается в две 

маркированные пробирки. 

3. Выделение СD4
+
 и CD8

+
 Т-лимфоцитов: 

- по 25 мкл Dynabeads CD4 и Dynabeads CD8 добавляется в 

соответствующие пробирки, 

- инкубация 10 минут при комнатной температуре, 

- магнитная сепарация СD4
+
 и CD8

+
 Т-лимфоцитов 2 минуты, 

- промывка выделенных клеток в фосфатном буфере. 

4. Подсчет выделенных клеток на световом микроскопе: 

- ресуспендирование выделенных клеток в лизирующем растворе 

уксусной кислоты, 

- инкубация 5 минут, 

- добавление окрашивающего раствора генцианвиолета.  

Примечание! При подсчете клеток на флуоресцентном микроскопе в 

качестве красителя используют раствор акридинового оранжевого. 

- подсчет окрашенных ядер в камере Горяева. 
 

ПОДСЧЕТ КЛЕТОК С ПОМОЩЬЮ СЧЕТНОЙ КАМЕРЫ 

Число клеток в единице объема можно определить из клеточной 

суспензии с помощью камеры Горяева и светового микроскопа.  

Рекомендации! Вымойте счетную камеру и протрите ее с помощью сухой 

мягкой бумаги или оставьте для высыхания на воздухе. Тщательно притрите 

покровное стекло к камере Горяева до появления концентрических колец. 

Разведите клетки с учетом желаемого объема. Клеточная суспензия должна 

быть разбавлена так, чтобы клетки легко можно было подсчитать, но, с другой 
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стороны, должно быть достаточное количество клеток для подсчета, чтобы 

получить достоверный результат. Клетки не должны формировать большие 

скопления или накладываться друг на друга. 

Осторожно размешайте клеточною суспензию и поднесите пипеткой Пастера 

или другой пипеткой примерно 15 мкл суспензии клеток к краю покровного стекла. 

Площадь под покровным стеклом заполняет под действием капиллярных сил. 

Достаточное количество жидкости должно быть введено так, чтобы поверхность 

счетной камеры была лишь покрыта жидкостью, но не выходила из- под 

покровного стекла. 

В камере не должно быть пыли или пузырьков воздуха. Если клетки находятся 

в комке, каждую клетку в комке следует посчитать. Считать клетки, которые 

находятся "в квадратах", или если они находятся на пересечении верхней или 

правой границы квадрата, и не учитывать клетки, которые находятся "за 

квадратом" или на пересечении нижней и левой границы. 

Клетки подсчитываются под световым микроскопом с использованием 

соответствующего увеличения.  

Камера Горяева состоят из толстого предметного стекла с нанесенными на них 

поперечными прорезями, образующими три поперечно расположенные плоские 

площадки. 

Средняя площадка продольной прорезью разделена на две, каждая из которых 

имеет выгравированную на ней сетку. По обе стороны средней площадки в камере 

Горяева расположены две других на 0,1 мм выше средней. Плоскости этих 

площадок служат для притирания покровного стекла до появления так называемых 

«Ньютоновских колец». После притирания покровного стекла создается камера, 

закрытая с двух боковых сторон, а с двух других остаются щели (капиллярные 

пространства), через которые и заполняют камеру.  

Постоянной величиной во всех сетках является так называемый «малый 

квадрат», сторона которого равна 1/20 мм, следовательно, его площадь равна 1/400 

мм
2
. Сетка Горяева (рис. 21) содержит 225 больших квадратов (15 рядов по 15 

больших квадратов в каждом), разграфленных вертикально, горизонтально, крест 

на крест и неразграфленных. 

При работе с камерами их рабочие поверхности 

должны быть чистыми и сухими. Во время подсчета 

форменных элементов недопустимо наличие пузырей 

воздуха на сетке камеры, так как это мешает точности 

подсчета. Подсчет форменных элементов 

производится по формуле,   x = (а х 400 х в) / б, где x 

— искомое количество форменных элементов в 1 

мм
3
; а — сумма форменных элементов, сосчитанных 

в определенном объеме камеры; б — количество 

сосчитанных малых квадратов; в — разведение. 

 

Рис.21. Сетка камеры 

Горяева 
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Количество клеток в 1 мл равно: числу клеток в посчитанных квадратах 

деленное на число не посчитанных квадратов умноженное на 10
4
 и 

умноженное на фактор разведения 

 
 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КЛЕТОК 

 

Описанная процедура позволит точно определить жизнеспособность 

клеток. Жизнеспособность клеток рассчитывается как количество 

жизнеспособных клеток, поделенное на общее число клеток в камере Горяева. 

Клетки, окрашенные трипановым синим, считаются нежизнеспособными. 

Этот краситель не проникает через мембраны живых клеток, но при их 

повреждении способен окрашивать клеточное ядро (Д.К. Новиков, В.И. 

Новикова, 1996). 

 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование: 

Трипановый синий; фосфатно-солевой буфер; пробирки типа Eppendorf; 

стерильные наконечниу; камера Горяева. 

Протокол: 

1. Приготовить 0,4%-ный раствор трипанового синего в буферном 

изотоническом солевом растворе, рН 7,2- 7,3 (фосфатно-солевой буфер). 

2. Добавить 0,1 мл раствора трипанового синего к 1 мл клеток. 

3. 10 мкл окрашенной клеточной суспензии внести под покровное стекло 

и исследовать непосредственно под микроскопом при малом увеличении. 

4. Посчитать количество окрашенных в синий цвет (N
c.к.

) клеток и общее 

количество клеток (N). Жизнеспособность клеток (%N
ж.к.

) должна быть не 

менее 95% для здоровых культур лог-фазы:  

% жизнеспособных клеток = [1,00  (Количество синих клеток - Общее 

количество клеток)] × 100, т.е.   %N
ж.к.

 =[1,00  (N
c.к.

- N)] × 100. 

 

Чтобы вычислить количество жизнеспособных клеток на мл культуры, 

использовать формул:  

Количество жизнеспособных клеток × 10
4
 × 1,1 = числу клеток / мл 

культуры, т.е. N
ж.к.

 × 10
4
 × 1,1= N

ж.к
мл

  

Помните о коэффициенте разбавления для корректировки результатов! 
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ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ 

 

Апоптоз является физиологически регулируемым процессом гибели 

клеток, который происходит при нормальном развитии клеток. Неправильно 

регулируемый апоптоза связан с возникновением заболеваний, таких как 

болезнь Альцгеймера, рак и др. 

Апоптоз отличается от некроза, или случайной гибели клеток, имеет 

характерные морфологические и биохимические изменения, в том числе 

уплотнение и фрагментация ядерного хроматина, уплотнение цитоплазмы и 

потеря симметричности у мембраны. В нормальных живых клетках, 

фосфатидилсерин (ФС) находится на цитоплазматической поверхности 

клеточной мембраны. Однако, в апоптотических клетках, ФС перемещается с 

внутренней плазматической мембраны на внешнюю, тем самым ФС 

оказывается во внешнем пространстве. При апоптозе лейкоцитов, ФС 

находится на наружной поверхности клетки и необходим для узнавания 

гибнущих клеток макрофагами для фагоцитоза. Человеческий антикоагулянт, 

аннексин V, с молекулярной массой 35-36 кДа является Ca
2+

-зависимым 

фосфолипид-связывающим белком, который имеет высокое сродство к ФС. 

Аннексин V меченный флуорофором или биотином может определить 

апоптотические клетки путем связывания с ФС, выставленный на внешней 

мембране. 

 

ИССЛЕДОВАНИЕ АПОПТОЗА ЛИМФОЦИТОВ НА ПРИБОРАХ 

FACSCalibur (“ВЕСTON DICKINSON”) 

 

Исследование апоптоза с использованием нескольких методов, включает: 

 определение фрагментации ДНК по выявлению гиподиплоидного пика 

при окраске PI 

 выявление экспрессии фосфатидилсерина на поверхности Лф 

флуоресцентной меткой мероцианином 540 (МС540) и аннексином V 

 измерение митохондриального потенциала клеток по интенсивности 

флуоресценции CMX-Ros. 

 

Определение фрагментации ДНК 

Фрагментацию ДНК определют по наличию гиподиплоидного пика, 

характерного для апоптоза, оцениваемого с помощью флуорохрома пропидия 

йодида (PI) (“Sigma”) (Nicoletti  I., 1991). Для этого клетки, предварительно 

фиксированные в течение 1 ч 70%-ным этиловым спиртом и отмытые ФСБ, 

окрашивают на наличие ДНК в темноте и  при комнатной температуре в 
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течение 15 мин гипотоническим раствором PI, содержащим 0,1%  тритона Х-

100 и 0,1% цитрата натрия, в полистирольных пробирках 12x75 мм (Falcon 

2052).  

Наличие клеток со 

сниженным МП 

Наличие клеток с 

ФС 

Наличие клеток с 

фрагментированной ДНК 

а 

M1

 б 

Marker % Gated CV

All 100.00 124.31

M1 71.15 50.24

M2 29.47 54.81

Sample ID: Yuli Patient ID: 120 h Dex

M1

M2

 в 

M1

 
 

   Рис.22. Лимфоциты больного бронхиальной астмой, обработанные 

дексаметазоном и культивированные в течение 3 дней. Показано повышение 

апоптотических клеток, окрашенных различными флюорохромами.(а – CMXRos; б - 

МС540; в - PI). На каждый вариант опыта просчитывают не менее 10000 клеток. 

Мёртвые клетки исключают из исследования на основании параметров их  прямого 

(FSС) и бокового (SSС) светорассеяния. 
 

На полученой гистограмме определяют процент клеток, обнаруживаемых 

в гиподиплоидной зоне, располагающегося левее основного пика, 

соответствующего диплоидным клеткам. В данной гиподиплоидной зоне 

локализуются клетки, подвергшиеся апоптозу (рис. 22, в).  В ряде случаев 

наблюдают пик, располагающийся правее основного (диплоидного) пика, 

определяемый как тетраплоидный. Данный пик рассматривают как 

показатель пролиферативной активности клеток. Регистрацию результатов 

проводят на втором детекторе флуоресценции - FL2.  Для анализа проводят 

подсчет не менее 10 000 клеток.  

2.  Оценка изменений в клеточной мембране  

Изменение в клеточной мембране проводят окрашиванием лимфоцитов с 

помощью флуорохрома мероцианина 540 (МС540), специфически 

связывающихся с молекулами фосфатидилсерина (ФС). Регистрация клеток с 

повышенной интенсивностью флуоресценции выявляет экспрессию ФС, что 

позволяет идентифицировать клетки, находящиеся на стадии апоптоза (рис. 

22, б). 

Экспрессию ФС с помощью МС540 определяют следующим образом. 

Маточный раствор МС540 (концентрация 1 мг/мл) в объёме 5 мкл вносят в 1 

мл клеточной суспензии, содержащей 1×10
6
 кл/мл (конечная концентрация 

МС540 - 5 мкг/мл) (Mower D., 1994). Клеточную суспензию перемешивают и 

инкубируют в течение 5 мин в темноте при комнатной температуре в 

полистирольных пробирках 12x75 мм (Falcon 2052). Регистрацию результатов 
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осуществляют на втором детекторе FL2 цитометра. На каждый вариант опыта 

просчитывают не менее 10000 клеток. Мёртвые клетки исключают на 

основании параметров прямого (FSС) и бокового (SSС) светорассеяния. 

3.  Измерение величины митохондриального потенциала лимфоцитов. 

Динамику изменения величины трансмембранного митохондриального 

потенциала (m), являющегося, по мнению большинства исследователей, 

самым ранним признаком апоптоза, проводят с использованием флюорохрома 

CMXRos (рис. 22,а). 

Флюорохром хлорометил-X-розамин (CMX-Ros) обладает 

хлорметильной группой, ковалентно реагирующей с внутри 

митохондриальными тиолами (SH-группами) и формирующей тиоэфирную 

связь (Кroemer G., 1996). Следовательно, снижение интенсивности 

флуоресценции флюорохромов CMX-Ros и DiOC6 пропорционально 

снижению m, что позволяет идентифицировать клетки в 

преапоптотической и ранней апоптотической фазах. 

Величину m с использованием флюорохрома CMХ-Ros (“Molecular 

Probes”) определяют следующим образом: 50 мкг CMX-Ros растворяют в 1 

мл ДМСО, разливают на аликвоты по 20 мкл и хранят при -25С (маточный 

раствор). Непосредственно перед окрашиванием клеток к маточному 

раствору CMX-Ros добавляют 40 мкл ФСБ (pH 7.3) и перемешивают. 

Полученный раствор в объеме 5 мкл вносят в 1 мл клеточной суспензии, 

содержащей 1×10
6
 кл/мл среды (конечная концентрация CMX-Ros 150 nM). 

Суспензию тщательно перемешивают и инкубируют в темноте 30 мин при 

37С в полистирольных пробирках для цитофлуориметрии 12x75 мм (Falcon 

2052). Регистрацию результатов проводят на третьем детекторе 

флюоресценции FL3 (красная область спектра). На каждый вариант опыта 

просчитывают не менее 10000 клеток. Мёртвые клетки исключают из 

исследования на основании параметров их  прямого (FSС) и бокового (SSС) 

светорассеяния. 

Примечание! Alexa Fluor 488 ® аннексин V и PI для проточной 

цитометрии обеспечивает быстрый и удобный тест для апоптоза. Комплект 

содержит рекомбинантный аннексин V, сопряженный с одним из лучших и 

ярких флуорофоров, Alexa Fluor ® 488 краситель, чтобы обеспечить 

максимальную чувствительность.  

Приведенный метод, оптимизирован с использованием Jurkat клеток, 

клон человеческих Т-клеток, обрабатанные камптотецином, индуцирующий 

апоптоз. Некоторые изменения могут быть необходимы для работы с другими 

типами клеток. Потому как во всех системах апоптоз определяют разные 
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параметры, настоятельно рекомендуется использовать сочетание различных 

измерений для надежного обнаружения апоптоза. 

 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование:  

 образцы клеток (приблизительная оптимальная концентрация образца 

2×10
5
  1×10

6
 клеток/мл),  

 индуцирующий агент – дексаметазон, фосфатно-солевой буфер 

(ФСБ),флуоресцентный краситель (например, пропидий йодид, Alexa Fluor 

488 аннексин V),дистиллированная вода, 

 стерильные пробирки типа Falcon и для проточного цитометра, 

 стерильные наконечники, 

 центрифуга типа Eppendorf 5804, 

 проточный цитометр BD FACSCalibur 

 

Протокол: 

1. Индуцировать апоптоз в клетках с использованием вышеописанного 

метода. Подготовить отрицательный контроль путем инкубации клеток в 

отсутствие индуцирующего агента. 

2.  Отмыть клетки после инкубационного периода в холодном ФСБ. 

3. Подготовить 1× аннексин-буфер для связывания. Например, для ~ 10 

анализов, добавить к 1 мл 5× аннексин-связывающего буфера 4 мл 

деионизированной воды. 

4. Подготовить 100 мкг / мл рабочего раствора PI путем разбавления 5 

мкл (1 мг / мл) исходного раствора PI в 45 мкл 1×  аннексин-связывающего 

буфера. Сохранить не использованную часть этого рабочего раствора для 

будущих экспериментов. 

5. Центрифугировать клетки для промывки (с шагом 2), отбросить 

супернатант и ресуспендировать клетки в 1× аннексин-буфере для 

связывания. Подсчитать количество клеток и развести в 1× аннексин-

связывающем буфере до  1 × 10
6
 клеток / мл, развести в достаточном объеме, 

чтобы иметь 100 мкл на анализ.  

6. Добавить 5 мкл Alexa Fluor ® 488 аннексина V (компонент) и 1 мкл 

рабочего раствора PI (100 мкг / мл) (подготовленный на шаге 4) на каждые 

100 мкл суспензии клеток 

7. Инкубировать клетки при комнатной температуре в течение 15 мин. 

8. По окончанию инкубационного периода, добавить 400 мкл 1× 

аннексин-связывающего буфера, аккуратно перемешать и держать образцы на 

льду. 
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9. Как можно скорее провести анализ окрашенных клеток методом 

проточной цитометрии, измерение флуоресценции при 530 нм (например, 

FL1) и> 575 нм (например, FL3). 

Популяция клеток должна разделиться на три группы: живые клетки 

показывают только низкий уровень флуоресценции, апоптотические клетки 

показывают зеленую флуоресценцию, и мертвые клетки показывают красную 

и зеленую флуоресценцию (рис. 23). 

 
Рис. 23. Т-клетки лимфомы человека обработаны 10 µM камптотецином в течение 

4 ч и необработанные клетки. Клетки окрашивали и анализировали с помощью 

проточной цитометрии при 488 нм возбуждения на Цитометре Attune™. 
 

Обратите внимание, что камптотецин-обработанные клетки (панель B) 

имеют более высокий процент апоптотических клеток, чем контрольном 

образце (группа А).  А= апоптотические клетки, V = жизнеспособные клетки, 

N = мертвые клетки. 

Подтвердить результаты проточной цитометрии, можно просмотрев 

клетки под флуоресцентным микроскопом, с помощью фильтров, 

подходящих для флуоресцеина (FITC) и тетраметилродамина (TRITC) или 

Техас Красного ® красителя. 

 

ВИЗУАЛИЗАЦИЯ КЛЕТОК С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО МИКРОСКОПА 
 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование:  

 образцы клеток (приблизительная оптимальная концентрация образца 2 

× 10
5
 - 1 × 10

6
 клеток/мл),  

 индуцирующий агент – дексаметазон, 

 фосфатно-солевой буфер (ФСБ), 

 флуоресцентный краситель (например, пропидий йодид, Alexa Fluor 488 

® аннексин V), 
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 дистиллированная вода, 

 стерильные пробирки типа Falcon,  

 стерильные наконечники, 

 центрифуга типа Eppendorf 5804, 

 

Протокол  

Приведенный метод, оптимизирован с использованием Jurkat клеток, 

обрабатанные камптотецином, индуцирующий апоптоз. Необходимы 

некоторые изменения для адгерентных клеток. 

1. Индуцировать апоптоз в клетках с использованием определенной 

методики. Подготовить отрицательный контроль путем инкубации клеток в 

отсутствие индуцирующего агента. 

2. После инкубационного периода, промыть клетки в холодном ФСБ. 

3. Подготовить 1× аннексин-буфер для связывания. Например, чтобы 

сделать 1 мл 1× буфера, добавить к 200 мкл 5× аннексин-связывающего 

буфера (Компонент С) 800 мкл деионизированной воды. 

4. Подготовить 100 мкг / мл рабочего раствора путем разбавления PI 5 

мкл исходного раствора PI (1 мг / мл) (компонент Б) в 45 мкл 1× аннексин-

буфера для связывания. Примечание! Неиспользованную часть этого рабочего 

раствора сохранить для будущих экспериментов. 

5. Промыть клетки центрифугированием (с шагом 2), отбросить 

супернатант и ресуспендировать клетки в 1× аннексин-буфере для 

связывания. Подсчитать число клеток и разбавить их в аннексин-

связывающем буфере до 1 × 10
6
 клеток / мл, подготовить достаточный объем 

для нанесения на слайд. 

6. Добавить 5-25 мкл конъюгированного аннексин V (компонент А) и 1-2 

мкл рабочего раствора PI (100 мкг / мл) (подготовленный на шаге 4) на 

каждые 100 мкл суспензии клеток. Более высокие концентрации 

конъюгтрованного аннексина V, как правило, дает лучшие результаты; 

оптимальную концентрацию для окрашивания необходимо определить 

опытным путем. 

7. Инкубировать клетки при комнатной температуре в течение 15 минут. 

8. Промыть клетки с 1× аннексин-связывающим буфером. 

9. Перенести клетки на слайды, посчитать их с использованием 

желаемого метода и наблюдать флуоресценцию с помощью соответствующих 

фильтров. 

Клетки должны разделиться на три группы: живые, апоптотирующие и 

мертвые (рис. 24). Живые клетки показывают лишь слабое окрашивание 

клеточной мембраны аннексином V, в то время как апоптотические клетки 
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показывают значительно более высокую степень маркировки поверхности. 

Для мертвых клеток характерно окрашивание мембраны аннексином V и 

сильное окрашивание ядра пропидием йодида. 

 

  Рис.24. Т-клетки лимфомы человека 

обработаны 1µM камптотецином. 

Экстернализация фосфотидилсерина 

характеризующая раннюю стадию апоптоза, 

была визуализирована с помощью красителя 

Alexa Fluor 488 аннексин V. Клетки на 

поздней стадии апоптоза и некротические 

клетки окрашивались пропидий йодидом (PI). 

Изображения получены  с использованием 

фильтра для флуоресцеина.  
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ВЫДЕЛЕНИЕ ДНК ИЗ КЛЕТОК (ВЫСОКОСОЛЕВОЙ МЕТОД) 
 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование:  

 EDTA; изопропанол; фосфатно-солевой буфер (ФСБ) 1×; хлорид Na 

(NaCl); 3M ацетат Na  (pH 5,2); 10% додецилсульфат Na (SDS ); трис-EDTA 

(TE), pH 7.4; трис-HCl, pH 8.0; абсолютный этанол; Протеиназа К; 

 Пробирки типа Eppendorf; 

 Центрифуга типа Eppendorf 5815; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8943385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8943385


 53 

 Термостат; 

 Вортекс 
 

Таблица 2 - Приготовление растворов 

Раствор 

Протеиназы К 

Протеиназа К                         100 mg 

Трис EDTA, pH 7.4                   10 ml 

Лизирующий 

буфер 

Трис EDTA, pH 8.0                   1 ml 

NaCl, 5 M                                  8 ml 

EDTA, 0.5 M                          0.4 ml 

Довести dH2O                   до100 ml 

6 M хлорид Na Хлорид Na                              3.5 g 

dH2O                                       10 ml 

 

Протокол: 
 

А. Лизис полученных клеток 

1. Центрифугировать культивируемые клетки в течение 10 мин при 10 ° C 

(1200 об / мин). 

2. Удалить супернатант и ресуспендировать осадок клеток два раза 1× 

PBS по 10 мл центрифугированием. 

3. Ресуспендировать осадок в 10 мл буфера для лизиса ядер.  

4. Центрифугировать осадок в течение 10 мин при 10 ° C (1200 об / мин). 

Удалить супернатант. 

5. Добавить 3 мл буфера для лизиса ядер, ресуспендировать осадок. 

6. Добавить 100 мкл протеиназы K (10 мг / мл) и 400 мкл 10% SDS. 

Слегка встряхнуть и инкубировать в течение ночи при 37 ° С. 

В. Осаждение в соли высокой концентрации  

7. К лизату добавить 1 мл 6 М NaCl. 

8. Смешать энергично в течение 15 сек. 

9. Центрифугировать при 3000 об / мин в течение 15 мин. 

10. Перенести супернатант в новую пробирку и центрифугировать при 

3000 об / мин в течение 15 мин. 

11. Повторить шаги 9 и 10 пока пробирка не очиститься от соли (по 

крайней мере 3-4 раза). 

С. Осаждение этанолом 

12. Перенести супернатант в новую пробирку; измерить объем 

супернатанта. 

13. Добавить 1 / 10 от общего объема 3 М ацетата натрия (рН 5,2) и 2.5-3 

раза от общего объема холодного 100% изопропанола. 
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14. Слегка встряхнуть, пока ДНК не осядет. 

15. Перенести ДНК в новую пробирку, содержащую 13 мл 70% этанол. 

16. Перенести пробирки в вортекс и инвертировать в течение 2 часов, 

чтобы тщательно промыть. 

17. Перенести ДНК в новую пробирку типа Эппендорф (1,5 мл) и 

центрифугировать в течение 30 мин при 14000 об / мин. 

18. Высушить осадок в течение 5 мин. 

19. Добавить 200 мкл dH20 и ресуспендировать при 37 ° С в течение ночи. 

20. Измерить концентрацию ДНК и пустить 1-5 мкл (приблизительно 

200нг) ДНК на гель-электрофорез в агарозном геле (1%) в 1× ТЕ буфере. 

Измерить ДНК с помощью NanoDrop и распечатать результаты для 

дальнейшего использования. 

 

ВЫДЕЛЕНИЕ ДНК ИЗ КЛЕТОК (ФЕНОЛЬНЫЙ МЕТОД) 
 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование:  

 Фосфатно-солевой буфер (ФСБ)-10× и 1×; 10% додецилсульфата натрия 

(SDS); 0,5 М ЭДТА; хлороформ; фенол; изоамиловый спирт; 100% этанол; 3 

М ацетат натрия ( рН 5,2); 1 М Трис-HCl (рН 8,0); 1× TE буфер (Tris ацетат / 

ЭДТА-Na2); дистиллированная вода; протеиназа K. 

 пробирки типа Eppendorf;центрифуга типа Eppendorf 5815;термостат; 

вортекс 
 

Приготовление сахарозного буфера 

Для приготовления 1 л  сахарозного буфера брали: 109, 5 г сахарозы, 10 

мл тритон Х-100, 5мл MgCl2 (1М), 10 мл Tris-HCl (1М pH 7,6), 1мл ZnSO4 

0,1M, 0,4 мл EGTA 0,5М, 10 мл PMSF 0,1M  и добавляли дистиллированную 

воду до 1 л. Хранят в холодильнике при +4°С. 

 

Таблица 3 - Сахарозный буфер 

Состав запасного раствора: на 1 л. 

Сахароза 109,5 г. 

Тритон x-100 10 мл. 

MgCl2 (0,2 M) 25 мл. 

Трис-HCl (1М, рH 7,6) 10мл. 

ZnSO4 x 7H2O (0,1M) 1мл. 

PMSF(0,1M) 10мл. 

EGTA(0,5M) 0,4мл. 

Приготовление буфера для протеиназы К 
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Для приготовления 100 мл раствора брали: 1мл трис-HCl (1М, pH 10,5), 

200 мкл 0,5 М Na2-ЭДТА (pH 8,0), 15 мл  NaCl (1М) доводили объем до 100 

мл. Готовый раствор хранят в холодильнике при 4
О
 С. 

 

Таблица 4 - Буфер для протеиназы К Таблица 5 - ДНК буфер 

Состав: на 1 л. Состав: на 1 л. 

1M Трис-HCl  

(pH 10,5) 

1мл 10 мМ Tris-HCl  

(рН 7,4) 

10 мл 1M 

Трис-HCl 

0,5М Na2-ЭДТА  200 мкл  

1 мМ EDTA 
 2 мл 0,5М Na2-

ЭДТА 1M NaCl  15 мл 

Протокол 

1. В чистые полипропиленовые пробирки типа Eppendorf объемом 1,5 

мл вносили примерно 500 мкл суспензии лимфоцитов и 1 мл 

денатурирующего раствора холодного сахарозного буфера содержащего: 

0,32M сахарозы, 5 мМ MgCl2, 0,01 M Tris-HCl (pH 7,6), 0,1M ZnSO4×7H2O,  

0,2мM EGTA, 1мM PMSF, 1% тритон Х-100 и держали 10 мин при комнатной 

температуре. 

Добавление сахарозного буфера приводит к лизису эритроцитов и 

клеточной мембраны лимфоцитов, при этом ядерная мембрана остается 

интактной.  

2.Образец центрифугировали при 3000 об/мин, при 4˚С в течение 15 

мин.  

3.Сливали супернатант и ресуспензировали ядерный осадок в 400 мкл 

буфера для протеиназы К и добавляли 20 мкл 10% SDS до конечной 

концентрации 0,5%. При добавлении SDS происходит лизис ядерной 

мембраны, ДНК выходит из ядра, и можно визуально наблюдать увеличение 

вязкости раствора.  

4. После 5 мин инкубации добавляли 5 мкл маточного раствора протеиназы 

К с концентрацией 20 мг/мл (конечная концентрация — 250 мкг/мл). 

Инкубировали с протеиназой К в течение 12 ч при З7°С, либо — 3 ч при 55°С.  

5. По окончании инкубации добавляли 400 мкл забуференного фенола 

(Sambrook et al., 1989), осторожно перемешивали в течение 10 мин и 

центрифугировали 5 мин при 5000 об/мин. После разделения фаз ДНК нахо-

дится в верхней водной фазе, РНК — в фенольной фазе, белки — в интерфазе. 

6. Верхнюю водную фазу перенесли в другую чистую пробирку и 

добавили 400 мкл смеси фенол : хлороформ (1:1).  

7. Перемешивали в течение 5 мин и центрифугировали 5 мин при 

5000 об/мин.  

8. Вторично верхнюю водную фазу перенесли в другую пробирку и 

добавили 400 мкл хлороформа.  
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9. Образец перемешивали в течение 5 мин и центрифугировали 5 мин 

при 5000 об/мин.  

10. Третий раз верхнюю водную фазу перенесли в чистую пробирку, и 

к раствору ДНК добавили последовательно 40 мкл 3 М ацетата Na (1/10 

объема) и 800 мкл охлажденного 96% этанола (2 объема).  

11. Осторожно перемешивали, наблюдая преципитацию ДНК. Образец 

центрифугировали при 12000 об/мин в течение 10 мин.  

12. Промыли осадок 1 мл 70% этанола для удаления соли, 

используемой при переосаждении ДНК. Образец повторно 

центрифугировали при 12000 об/мин в течение 5 мин.  

13. Осадок высушивали при комнатной температуре до исчезновения 

запаха спирта и растворяли ДНК в ТЕ-буфере (в течение ночи). 

14. Концентрация и чистота выделенной ДНК оцениваются при измерении 

оптической плотности (ОП) полученного раствора. Измеряют поглощение 

образца при 260 и 280 нм по сравнению с поглощением ТЕ-буфера. Для 

хорошо выделенного образца ДНК отношение ОП(260)/ ОП(280) должно быть не 

менее 1.8. Оптическая плотность раствора геномной ДНК с 

концентрацией 1 мг/мл соответствует ОП(260)=20 оптическим единицам (о.е.). 

Образцы выделенной ДНК хранили в виде раствора в ТЕ-буфере при 

низкой температуре (—20°С). 

 

ВЫДЕЛЕНИЕ ДНК ИЗ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

КОММЕРЧЕСКИХ НАБОРОВ 

(на примере набора QIAamp DNA Mini Kit, фирма QIAGEN) 

 

Необходимые реагенты, материалы и оборудование: 

 

 Набор реактивов в комплекте: QIAamp spin колонки; собирающие 

пробирки (2 ml); буфер AL; буфер ATL; буфер AW1; буфер AW2; буфер AE; 

рroteinase K; 

 фосфатно-солевой буфер (ФСБ); этанол  (96–100%) 

 стерильные наконечники  

 пробирки типа Eppendorf; 

 центрифуга типа Eppendorf 5415; 

 термостат; 

 вортекс. 

Протокол адаптирован фирмой QIAGEN (www.qiagen.com) с 

использование набора QIAamp DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini 

http://www.qiagen.com/
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Kit  для выделения ДНК из клеток и крови из минимальных и средних 

объемов. Время выделения – 30 мин). Рис.25. 
 

 

 

 

 

 

 

 
   Рис. 25.  Схема выделения 

ДНК с использованием 

QIAamp DNA Blood Mini 

spin (Метод основан на 

использовании вакуумных 

колонок, без применения 

фенола, что позволяет 

продолжить исследование 

выделенной ДНК методом 

ПЦР). 

 Схема взята с сайта 

http://www.qiagen.com/ 

 

1. Перемешать клетки с помощью вортекса (Vortex V-1 plus) 

2. Центрифугировать соответствующее число клеток (максимум 5 × 10
6
 

клеток) в течение 5 мин при 300×g в 1,5 мл микроцентрифужных пробирках. 

Осторожно полностью удалить супернатант, чтобы не нарушить клеточный 

осадок. 

3. Ресуспендировать осадок клеток в ФСБ до конечного объема 200 мкл. 

4. Добавить 20 мкл QIAGEN протеазы или протеиназы К. 

5. Добавить 200 мкл буфера AL к образцу. Перемешать на вортексе в 

течение 15 с. Для обеспечения эффективного лизиса, важно, чтобы образец и 

буфер AL были тщательно перемешаны до получения однородной взвеси.  

Примечание! Если объем образца больше 200 мкл, увеличте количество 

QIAGEN протеазы (или протеиназы К) и буфера AL пропорционально 

(например, для 400 мкл образца потребуется 40 мкл QIAGEN протеазы (или 

протеиназы К) и 400 мкл буфера AL). Если  объем образца превышает 400 

мкл, то потребуется использование колонки QIAamp для ДНК крови среднего 

или максимального объема, которые могут обрабатывать до 2 мл или до 10 

мл образца, соответственно. 

6. Инкубировать при 56 °С в течение 10 мин. Выход ДНК достигает 

максимума после лизиса в течение 10 мин при 56 °C. Более длительные сроки 

инкубации не влияют на количество и качество очищенной ДНК. 
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7. Не теряя времени, отцентрифугируйте 1,5 мл микроцентрифужные 

пробирки для удаления капель с внутренней стороны крышки. 

8. Добавить 200 мкл этанола (96-100%) в образец и снова перемешать на 

вортексе в течение 15 с. После смешивания, не теряя времени  

отцентрифугируйте 1,5 мл микроцентрифужные пробирки для удаления 

капель с внутренней стороны крышки.  

Примечание !Если объем образца больше 200 мкл, увеличьте количества 

этанола пропорционально, например, для 400 мкл образца потребуется 400 

мкл спирта. 

9. Осторожно перенести смесь, полученную на этапе 8, в колонку QIAamp 

для центрифугирования (в 2 мл собирающую пробирку) не дотрагиваясь до 

края, закрыть крышку и центрифугировать при 6000× g (Eppendorf 5415) в 

течение 1 мин. 

• Перенести колонку QIAamp для центрифугирования в чистую 2 мл 

собирающую пробирку и выбросить старую пробирку, содержащую 

фильтрат. (Закрыть каждую колонку, чтобы избежать образования аэрозоля 

во время центрифугирования).  

• Центрифугирование осуществляется при 6000× g, чтобы снизить 

уровень шума. Центрифугирование на более высокой скорости, не влияет на 

выход или чистоту ДНК. Если лизат полностью не прошел через колонку, 

центрифугирование повторить на более высокой скорости, пока колонка не 

опустеет. 

Примечание!: При выделении ДНК из лимфоцитов, рекомендуется 

центрифугировать на полной скорости, чтобы избежать засорения. 

11. Аккуратно открыть колонку QIAamp и добавить 500 мкл буфера AW1 

не дотрагиваясь до края колонки. Закрыть крышкой и центрифугировать при 

6000× g в течение 1 мин. Перенести колонку QIAamp в чистую 2 мл пробирку 

(прилагается), и выбросить старую пробирку, содержащую фильтрат. 

12. Аккуратно открыть колонку QIAamp и добавить 500 мкл буфера AW2 

не дотрагиваясь до края колонки. Закрыть крышку и центрифугировать на 

полной скорости (20,000 × g или 14000 об / мин) в течение 3 мин. 

13. (По желанию): Перенести колонку QIAamp в новую 2 мл пробирку и 

отбросить старую пробирку с фильтратом. Центрифугировать на полной 

скорости в течение 1 мин.  

14. Перенести колонку QIAamp в чистую 1,5 мл пробирку. Аккуратно 

открыть колонку QIAamp и добавить 200 мкл буфера AE или 

дистиллированной воды. Инкубировать при комнатной температуре в течение 

1 мин, а затем центрифугировать при 6000 × g в течение 1 мин. Примечание!. 

Инкубация с буфером AE или водой в течение 5 минут при комнатной 
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температуре до центрифугирования ДНК обычно увеличивает выход. 

Второй шаг элюирования с еще 200 мкл буфера АE будет повышать выход до 

15%.  

Рекомендуется для образцов, содержащих менее 1 мкг ДНК, элюция в 50 

мкл буфера AE или воды. Для длительного хранения ДНК, рекомендуется 

элюировать с помощью буфера AE и хранить при температуре -20 ° C, так как 

ДНК, хранящаяся в воде подлежит кислотному гидролизу. Примечание! 200 

мкл образца цельной человеческой крови (5 × 10
6
 лейкоцитов / мл) обычно 

дает 6 мкг ДНК в 200 мкл воды (30 нг/мкл) с отношением 1.7-1.9 при 

A260/A280. 

 

ЭЛЕКТРОФОРЕЗ ДНК ЛИМФОЦИТОВ В 1%-ном АГАРОЗНОМ ГЕЛЕ 

Метод позволяет разделить макромолекулы, различающиеся по 

размерам, пространственной конфигурации и вторичной структуре. В ходе 

работы мы использовали 1%  агарозный гель. 

 

Приготовление 1%-ного раствора агарозы 
 

Растворить 1г в 100мл буфера для электрофореза (45мМ трис-ОН, 

1,25мМ Na2 -ЭДTA, 4,5мМ борная кислота). 

Взвесь нагревать в бане с кипящей водой до тех пор, пока агароза не 

растворится и варится 2  часа. Перед работой раствор выдерживается при 

температуре 50
º
С. 

 

Протокол 

1.Перед проведением электрофореза все детали прибора для электрофореза 

протирали этанолом: стекло, на которое наносится расплавленный гель, 

пластмассовые бортики (ограничители поля для электрофореза), гребенка, 

при помощи которой штампуются лунки в геле. Пластмассовые бортики 

закрепляли на стекле, щели заливали агарозой. Для этого пипеткой наносили 

вдоль бортиков небольшое количество агарозы. Когда расплав затвердевал, в 

форму выливали раствор агарозы (40 мл) и сразу вставили гребенку (на 

расстоянии 1 см от одного из концов геля), от зубцов которой в геле остаются 

лунки для проб. Необходимо, чтобы между дном лунки и основанием геля 

оставался слой агарозы, толщиной 0,1 мм. 

2.Когда гель полностью затвердел (через 30-45 мин при комнатной 

температуре), осторожно убрали бортики и гребенку. Добавили электродный 

буфер, содержащий 2мкг/мл бромистого этидия, так, чтобы гель был закрыт 

слоем буфера толщиной 1мм. 



 60 

3.Пробы ДНК (10-1мкл) смешивали с 2 мкл бромфенолового синего и 

вносили в лунки геля под буфер. Электрофорез вели в горизонтальном 

направлении на пластинах размером 10113 мм при  напряжении 5 В/см, в 

течение 3,5 часов при 20
º
С.  

4.После окончания электрофореза гель окрашивали (если бромистый 

этидий не присутствует в буфере для электрофореза) в течение 40 мин 

раствором бромистого этидия в концентрации 2 мкг/мл и фотографировали в 

УФ-свете (видеосистема для регистрации гелей “DNA Analyzer”).
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