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I. ВВЕДЕНИЕ
Под скринингом живых клеток, как правило, понимают процесс поиска 
клеток с определенными свойствами среди большой гетеро генной 
популяции, анализ распределения клеток в таких популяциях, либо 
исследование влияния разнообразных условий на поведение клеток. 
Различные методы скрининга клеток находят широкое приме нение 
в таких областях биологии и медицины, как диагностика раз личных 
заболеваний, контроль качества воды и продуктов питания, поиск 
ранее неизвестных микроорганизмов, оценка и мониторинг физио
логии и функционирования клеток, исследование продуктов жизне
деятельности клеток, таких как ферменты и антибиотики, разработка 
новых лекарственных препаратов. Большинство существующих 
мето дов скрининга клеток использует либо двумерный формат (2D), 
либо одномерный (1D) формат презентации клеток. Рассмотрению 
особен ностей этих двух форматов посвящен данный обзор.

II. МЕТОДЫ СКРИНИНГА, ОСНОВАННЫЕ  
НА ДВУМЕРНОМ ФОРМАТЕ ПРЕЗЕНТАЦИИ КЛЕТОК

2Dформат скрининга основан на иммобилизации клеток на поверх
ности плоской подложки. Каждая из них занимает уникальное поло
же ние и может быть неоднократно исследована, это обеспечивает 
надежную идентификацию клеток по морфологии или другим приз
на кам, с ними можно проводить различные манипуляции, и, если это 
поз во ляет данная технология, клонировать.
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МЕТОДЫ НА ОСНОВЕ ВЫРАЩИВАНИЯ КОЛОНИЙ

Колонии клеток на поверхности подложки  
(твердой питательной среды)

Такой подход был впервые реализован Р. Кохом [1], применившим 
выра щивание бактериальных колоний на поверхности плотных пита
тельных желатиновых и агаровых пластинок для скрининга бакте
рий с целью получения чистых культур возбудителей различных 
забо ле ваний. Это дало мощный толчок в развитии медицины и 
микро биологии, были получены и исследованы возбудители многих 
болезней [2]. После того, как Р. Петри ввел в микробиологическую 
прак тику стеклянные чашки [3], метод почти не менялся, и его 
продолжают широко использовать и в настоящее время. Несмотря 
на свою простоту и надежность, данный метод имеет существенный 
недостаток – низкую разрешающую способность. На стандартной 
чашке Петри диаметром 100 мм, как правило, удается разрешить не 
более 1000 колоний. При высокой плотности засева часть коло ний 
сливается, наблюдается эффект ингибирования роста близко рас
по ло женных колоний [4, 5]. Поэтому для надежности детекции и 
подсчета колоний рекомендуется давать на чашку не более 250–300 
коло ниеобразующих единиц [5, 6]. При этом, как правило, скринингу 
подвергают относительно небольшие популяции, не превышающие 
нескольких тысяч или десятков тысяч клеток [7–13]. Это связано в 
первую очередь с тем, что ручной анализ большого количества чашек 
Петри трудоемок и занимает много времени. Так Маулли [14] указы
вает, что на скрининг библиотеки, состоящей из ~96 000 клонов, при 
высеве на чашку не более 300 колоний, понадобилось несколько 
месяцев работы одного человека. Однако в ряде случаев бывает необ
хо димо проанализировать популяции, состоящие из нескольких сотен 
тысяч клеток. Такие задачи возникают, например, при скрининге 
ген ных библиотек, полученных путем случайного мутагенеза опре
де ленного белка [15, 16], либо метагеномных библиотек [17–19]. 
Для решения этих задач желательно оптимизировать процедуру 
скри нинга.
 Упростить процедуру позволяет её автоматизация. На сегодня 
пред ложено несколько моделей [20–23], основанных на фотографи
ро вании чашек с колониями и последующем анализе изображений 
при помощи специального программного обеспечения. Такой под
ход позволяет увеличить численность анализируемой клеточной 
попу ляции. Так, Джу и соавторами [24] с использованием такого 
подхода была проанализирована библиотека, состоящая из 200 000 
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клеток. Имеется несколько коммерчески доступных автоматических 
счетчиков клеток (например, СolonyQuant фирмы Schuett, серия Scan 
фирмы Interscience). По заявленным производителями данным, такие 
приборы позволяют анализировать до 6 чашек Петри в минуту.
 Другой способ повысить производительность метода чашек 
Петри – увеличить разрешающую способность, повысив плотность 
засева поверхности питательной среды колониями. При таком под
ходе на одной чашке выращивают до 5 тысяч колоний [25]. Колонии 
при этом вырастают мелкими, часть из них сливается. В этом случае 
речь уже не идет о точном подсчете каждой колонии, но появляется 
воз мож ность путем беглого просмотра сотен тысяч колоний быстро 
нахо дить по селективному признаку нужные редкие клоны [26]. 
Иногда для скрининга плотно расположенных мелких колоний исполь
зуют микроскоп. Если микроскоп оснащен подходящими флуорес
центными фильтрами, то это дает возможность, помимо опти ческого 
увеличения, анализировать флуоресценцию колоний [15, 25].
 Используя описанные выше подходы, как правило, удается анали
зи ровать библиотеки размером не более 106 клеток. Анализ библиотек 
такого размера позволяет найти нужные варианты, поскольку в боль
шинстве случаев частота встречаемости искомых клеток выше 10–4 [8, 
27]. Однако в случае, когда доля нужных клонов составляет 10–5–10–6, 
в библиотеке из 105–106 клеток эти клоны являются единичными [28, 
29], а с большой вероятностью могут даже не встретиться. Иногда 
нужные клоны составляют еще меньшую долю, и поиск таких клонов 
требует создания и анализа более крупных библиотек. В этом случае 
иногда применяют жесткую селекцию, создавая такие условия роста, 
когда размножаться и формировать колонии могут только иско мые 
клетки. В этом случае на чашку Петри с селективной средой поме
щают до 107 клеток, но вырастают лишь одиночные колонии [30]. С 
исполь зованием такого подхода удается анализировать библиотеки 
разме ром до ~109 клеток и искать клоны, частота встречаемости кото
рых составляет 10–7 [31–34]. Несмотря на то, что этот подход дейст
ви тельно существенно повышает производительность, скри нинг по 
способности размножаться используют не так часто, поскольку далеко 
не всегда удается разработать и осуществить селекционную про це
дуру, когда клетки могли бы расти, только обладая искомым приз на
ком, например, определенной ферментативной активностью [35].
 Особую проблему в молекулярной биологии составляет поиск 
редких клонов, содержащих в своем геноме определенную известную 
последовательность, которая фенотипически не проявляется, или её 
проявление трудно выявить. В случае небольших библиотек для этой 
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цели используют стандартные протоколы, основанные на поштучном 
анализе каждой колонии путем ПЦР или гибридизации. Однако при 
увеличении числа анализируемых клонов необходимы все большие 
трудовые и финансовые ресурсы, что делает стандартные подходы 
непрактичными. Поэтому при скрининге больших библио тек вводят 
стадию первичного грубого отбора, анализируя путем ПЦР не отдель
ные колонии, а целые пулы клонов, полученные смывом коло ний с 
чашек. Пулы, которые дали положительный результат, далее вновь 
высе вают на твердую питательную среду, но уже с меньшим коли
чест вом колоний на чашку. Затем вновь повторяют процедуру скри
нинга, и так до тех пор, пока не будут найдены отдельные нужные 
клоны [36, 37]. Преимуществом этой методики являются высокие 
чувствительность и эффективность, позволяющие за одну неделю 
проводить скрининг библиотек размером до 100 000 клеток. Однако 
анализ более крупных библиотек требует большего количества чашек 
и становится слишком трудоемким. Для скрининга таких библиотек 
был предложен схожий подход, в котором, однако, первые раунды 
скри нинга проводили, выращивая колонии в пробирках в толще 
полужидкой легкоплавкой агарозы (рис. 1). Такая среда, с одной 
стороны, обеспечивает пространственное разделение колоний, с 
другой – позволяет легко перемешивать или центрифугировать клетки 
прямо в пробирке. На первом этапе 1 мл полужидкой среды содержит в 
среднем 1000 колоний, на каждом последующем этапе концентрацию 
колоний понижают на порядок. Скрининг библиотеки из 400 000 
клонов занял у исследователей, предложивших этот подход, всего 
четыре дня [38]. Несмотря на свою высокую производительность, 
такой подход остается узкоспециализированным и малопригоден 
для прямого скрининга по фенотипическим особенностям колоний. 
Дейст вительно, на первых стадиях скрининга колонии, густо распо
ло женные в толще среды, будут неизбежно перекрываться между 
собой и мешать наблюдению удаленных от стенок пробирки колоний.

Метод маленьких пластин Фроста
Все описанные выше подходы по процедуре получения колоний прак
ти чески не отличаются от протокола, предложенного Кохом: клетки 
высе вают на твердую питательную среду и выращивают; меняется 
только состав среды, размер чашек Петри или аналогичной им по функ
ции посуды, плотность колоний, или вводится дополнительная стадия 
предварительного грубого скрининга. Существуют и более сущест
венные модификации стандартного подхода. Так Фрост разработал 
метод маленьких пластин для быстрого подсчета жизнеспособных 
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бакте риальных клеток [39–41]. Он смешивал каплю бактериальной 
суспензии с каплей расплавленного агара, распределял примерно 100 
мкл смеси по покровному стеклу площадью 2 см × 2 см и давал агару 
застыть. Инкубация такого стекла во влажной камере в течение 3–6 
часов приводила к появлению «лилипутских» бактериальных коло
ний, видимых при малом увеличении микроскопа. Диаметр таких 
колоний сопоставим с толщиной пленки геля, поэтому можно условно 
сказать, что они находятся в одной плоскости. Эти колонии при 
необ хо димости можно зафиксировать и окрасить прямо в геле. Позд
нее метод был усовершенствован Таннером, применившим новую 
процедуру окрашивания колоний и предложившим использовать 
стекла, имеющие бортики, ограничивающие область геля, что привело 
к большей стандартизации метода [42]. Метод маленьких пластин 

Рис. 1. Схема обогащения генных библиотек нужными клонами.
 Смесь клонов, с которой получили нужный ПЦРпродукт, разводят в новых 
пробирках и подвергают следующему раунду культивации в геле и ПЦРскри
нингу до тех пор, пока не будут получены индивидуальные клоны. Взято с 
изме нениями из [38] с разрешения Elsevier, Copyright (2007).
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Фроста разработан в первую очередь для микробиологического 
анализа пищи, в частности, молока, молочных продуктов, образцов 
воды, а также смывов с овощей. Получаемые при помощи этого 
метода результаты хорошо коррелируют с результатами, получен
ными на традиционных чашках Петри [43–46]. Однако по сравнению 
со стандартным протоколом чашек Петри, метод маленьких пластин 
Фроста на порядок сокращает время анализа образцов, позволяя 
проводить всю процедуру за один день; метод требует меньше 
материалов (посуды и сред), что актуально при рутинном анализе 
большого количества образцов [44, 47, 48]. Метод адаптирован не 
только для выращивания бактериальных колоний, но также колоний 
дрож жей и плесневых грибов [48]. Из известных недостатков метода 
следует отметить возможность формирования агрегатов из мёртвых 
клеток, которые часто присутствуют в анализируемых образцах 
(напри мер, в пастеризованном или стерилизованном молоке); такие 
скопления в поле зрения микроскопа могут быть ошибочно приняты 
за растущие колонии, что приведет к искажению результатов микро
био логического анализа [43]. Кроме того, хотя Фрост предлагал 
при менять свой метод не только для скрининга колоний, но и 
отдельных клеток, при использовании этого метода исходные клетки 
иссле дуемого образца, случайно распределяясь по всей толще геля, 
находятся на разной глубине и не доступны для одновременного 
наблюдения и сравнения при помощи микроскопа.

МЕТОДЫ ПРЯМОГО НАБЛЮДЕНИЯ КЛЕТОК 
С ПОМОЩЬЮ МИКРОСКОПА

Для прямого подсчета или наблюдения за каждой из многих клеток 
при помощи микроскопа существует ряд подходов, обеспечивающих 
выстраивание клеток в одной плоскости. К этим методам относят 
исполь зование влажных препаратов, счетных камер, фильтрацию 
клеток на мембране, иммобилизацию на плоской подложке.
 При использовании таких методов исследователь сразу видит 
клетки в анализируемом образце, то есть нет необходимости ждать, 
чтобы клетки, размножившись, сформировали видимую невоору
жен ным глазом колонию, как это происходит в случае выращивания 
коло ний на питательных средах. Как правило, некоторые клетки 
в образце образуют агрегаты или просто находятся близко друг к 
другу, при этом потомство этих клеток сольется в одну общую коло
нию. Пря мые методы наблюдения позволяют исследовать все клетки 
образца, поэтому они чувствительней методов выращивания колоний 
[42, 49–51]. 
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 Прямые методы наблюдения намного удобней при исследовании 
гетерогенных по видовому составу популяций. Рост колоний разных 
видов микроорганизмов идет с разной скоростью, и одни колонии 
могут стать видимыми уже после суток роста, другие появятся лишь 
спустя несколько дней. Прямые методы наблюдения позволяют 
иссле довать некультивируемые бактерии, то есть живые бактерии, 
коло ний которых на агаре в лабораторных условиях получить невоз
можно или это трудновыполнимо [52–57]. Это особенно важно при 
иссле довании образцов почвы и воды из природных источников, где 
доля микроорганизмов, детектируемых культивированием на агаре, 
может составлять менее 1% от всех микроорганизмов [58, 59]. 

Влажные препараты
Одними из первых для микроскопии живых бактериальных клеток 
стали применять влажные препараты (метод раздавленной капли или 
влажной камеры). Для приготовления влажных препаратов каплю 
образца помещают на чистую обезжиренную поверхность пред мет
ного стекла и накрывают её покровным стеклом. Для предотвра
ще ния вызываемого конвекцией движения жидкости, смещения 
или высыхания, зазор между покровным и предметным стеклами 
рекомендуется герметично заливать вазелином, «вазпаром» (смесь 
рав ных частей вазелина и парафина), воском или прозрачным 
лаком для ногтей [60, 61]. Для рассматривания влажных препаратов 
рекомендуется контрастная микроскопия. Многие подвижные микро
организмы движутся очень быстро, что затрудняет точное наблюдение. 
Добавляя к суспензии микроорганизмов метилцеллюлозу, можно 
уменьшить скорость их движения и создать условия, при которых 
становится видимым движение жгутиков [62]. В центре влажного 
препарата быстро возникает недостаток кислорода. Это наблюдение 
позволило Пастеру открыть анаэробный обмен: наблюдая за влажным 
препа ратом, он заметил, что облигатные анаэробы сохраняли подвиж
ность только в центре, но не по краям [63]. Влажные препараты 
применяют для исследования не только бактерий, но и различных 
эука риотических клеток, начиная от представителей простейших и 
закан чивая клетками высших позвоночных [64–67]. Метод приме
няют как в диагностических целях – поиске патогенных возбудителей 
в различных клинических образцах, так и для решения научных 
задач, таких как: исследование гетерогенных микробных популяций, 
изу чение подвижности бактерий [60], оценка состояния клеток в 
исследуемых образцах, в частности, оценка их жизнеспособности 
[68], исследование активности лейкоцитов [69, 70] и др.
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 Преимуществом метода влажных препаратов является простота 
приготовления препарата и быстрота проведения анализа. Недостат
ком метода является то, что от препарата к препарату меняется тол
щина слоя жидкости между стеклами, и этот параметр не удается 
контро лировать. Изза невозможности определить толщину препарата 
не удается вычислить концентрацию клеток в образце, а это бывает 
важно в диагностических процедурах. Кроме того, для выстраивания 
клеток в одной плоскости необходимо прижимать покровное стекло 
к предметному, при этом можно раздавить часть клеток, особенно в 
случае клеток животных, которые лишены клеточной стенки.

Счетные камеры
Эти проблемы позволяет решить использование счетных камер – 
спе циальных устройств для подсчета микроорганизмов, а также 
форменных элементов крови, мочи, спинномозговой жидкости и др. 
Впер вые счетная камера была предложена физиологом Малассе в 
1874 г. [71]. Счетная камера представляет собой толстое предметное 
стекло с углублением, на дне которого методом вакуумного напыле
ния или гравировки нанесена счетная сетка; над углублением накла
ды вают шлифованное покровное стекло. В зависимости от типа 
камер размер углубления по вертикали варьирует от 10 до 200 мкм. 
Постоянная высота камеры обеспечивается плотным прити ра нием 
пок ровного и предметного стекол до образования радужных ньюто
но вых колец (полосы интерференции) [71, 72].
 Структурными элементами всех типов сеток являются большие 
и малые квадраты. Сетки различных типов – Тома, Бюркера, Пред
те ченского, Тюрка, Нейбауэра, Горяева, Нусбаума, ФуксаРозенталя 
и др. – отличаются площадью, различным числом и группированием 
больших и малых квадратов. Известные величины: высота камеры, 
площадь сетки и её делений, позволяют высчитать количество клеток 
в определенном объеме. 
 Различают открытые и закрытые счетные камеры. В закрытой 
камере покровное стекло притирают после её заполнения, при этом в 
пре парат могут попасть пузырьки воздуха [71]. Раньше такие камеры 
исполь зовали для анализа форменных элементов крови (камера Тома
Цейса) и спинномозговой жидкости (камера Дунгера), бактериальных 
суспензий [73, 74]; сейчас их место заняли камеры открытого типа. 
Закрытые камеры сегодня используются в основном для анализа 
вязких жидкостей. Так, например, счетная камера Маклера (рис. 2), 
глубина которой составляет 10 мкм, используется для анализа нераз
бав ленной спермы: подсчета количества сперматозоидов, расчета 
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их концентрации и определения параметров подвижности [75–77]. 
Однако результаты, получаемые при помощи этой камеры, неточны 
и концентрация клеток часто получается завышенной [78–81]. 
 Открытые камеры (рис. 3) впервые описал Алферов в 1883 г., затем 
в 1905 г. Бюркер [71]. Эти камеры заполняются после притирания 
пок ровного стекла. Каплю образца наносят на предметное стекло у 
самого края покровного стекла так, чтобы суспензия под действием 
капил лярных сил проникла в камеру [60, 72]. Поверхности с нане

Рис. 2. Камера Маклера.
 Фотография (слева) и принцип действия (справа) камеры Маклера. Каплю 
ана лизируемого препарата (1) наносят на поверхность сетки (2) и накрывают 
пок ров ным стеклом (3). Взято с изменениями из [76] и [77] с разрешения Elsevier, 
Copy right (1980), Copyright (1984).

Рис. 3. Схема открытой счетной камеры для подсчета клеток.
 Справа, сверху – общий вид; справа снизу – вид сбоку; слева – схема сетки 
Горяева.
 1 – пластинки с выгравированными сетками;
 2 – продольные желобки; средняя часть пластинки ниже боковых на 0,1 мм 
(глубина камеры) и разделена поперечным желобком (3);
 4 – покровное стекло.
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сен ными сетками отграничены желобками одна от другой, а также 
от остальной части предметного стекла. Наличие желобков дает воз
мож ность регулировать заполнение камер. Подсчет клеток в камере 
начи нают обычно не ранее, чем через 3 минуты после запол нения 
камеры – за это время происходит оседание клеток (время может 
зави сеть от размера используемых клеток). Известно много раз но вид
нос тей открытых камер, они различаются типом и числом сеток (от 
одной до десяти, но, как правило, две или четыре), глубиной камеры. 
Неко торые камеры (например, камера Гаусера) снабжены зажи мами, 
фик си рующими покровное стекло. Сейчас широко применяются 
счетные камеры ФуксаРозенталя [82–86], Горяева [87–89], Тома [90, 
91], Ньюбауэра [81, 92–94], Бюркера [95–97]. В России наиболь шей 
популярностью пользуются камеры Горяева и ФуксаРозен таля. 
Камеру Горяева, как правило, используют для анализа фор мен ных 
элементов крови. Камера Горяева (рис. 3) имеет объем 0,9 мкл, 
глубину 100 мкм, площадь сетки 9 мм2. Сетка состоит из 225 больших 
квад ратов (со стороной 200 мкм); из них 100 – пустые, 25 – раз де
лены каждый на 16 малых квадратов (со стороной 50 мкм), 100 – 
раз де лены полосами. Камеру ФуксаРозенталя обычно используют 
для ана лиза клеток, присутствующих в спинномозговой жидкости, 
моче. Кон центрация клеток в этих биологических жидкостях ниже, 
чем в крови, поэтому размер камеры ФуксаРозенталя больше, чем у 
камеры Горяева: объем – 3,2 мкл, площадь сетки – 16 мм2, глубина – 
200 мкм [71].
 Использование обычных счетных камер затрудняет анализ бак
те рий, так как бактерии перемещаются вследствие броуновского 
дви жения; располагаются на разной глубине и долго не оседают. Для 
решения этих проблем используют мелкую открытую камеру Тома, 
имеющую глубину 10 мкм. Для уменьшения броуновского движения 
реко мендуется прибавлять 0,2%–0,5% гуммиарабика или 2%ный 
раствор пептона [73].
 Стоит отметить, что подсчет в счетных камерах не вполне точен. 
Ошибка метода составляет до 20% и зависит от нескольких факторов 
[71, 98]. Точность зависит от количества проанализированных и под
счи танных клеток. Считается, для того, чтобы результат подсчетов 
был достоверный, в пробе должно быть сосчитано не менее 100, 
желательно 300–600 клеток [60, 99]. Кроме того, хотя счетные камеры 
имеют строго заданную форму, Норрис и Паэлл [100] обнаружили, 
что толщина слоя жидкости, заполняющей камеру, обычно больше 
номинальной глубины камеры. Такое различие, имеющее место и 
при наличии интерференционных колец, вызывается неплотным кон
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так том покровного стекла с поверхностью счетной камеры. Авторы 
считают, что основная ошибка наблюдаемых при подсчетах числа 
живых клеток в счетных камерах объясняется этим фактом; они 
реко мендуют определять действительную толщину слоя суспензии 
в камере в каждом отдельном случае, пользуясь интерферометром. 
Помимо этого, к ошибкам может привести прилипание клеток к пок
ров ному стеклу и их агглютинация. Движение жидкости в камере 
сильно ограничено капиллярными силами, но изза того, что глубина 
камеры в несколько раз превышает линейные размеры клеток, клетки 
не иммобилизованы в слое жидкости и могут менять свое положение.
 Несколько модифицированной счетной камерой открытого 
типа можно считать микрофлюидный чип (рис. 4), предложенный 
М. Беком и соавторами [101] и предназначенный для определения 
концентрации CD4+ и CD8+ Tлимфоцитов в крови пациентов, инфи
ци рованных ВИЧ и проходящих антиретровирусную терапию. Чип 
изготовлен на предметном стекле и состоит из пяти одинаковых 

Рис.4. Схема использования двумерного микрофлюидного чипа.
 Глубина (26,5 мкм) и форма камер определяются слоем клея между нало жен
ными друг на друга предметными стеклами разного размера. Камеры содер жат 
отверстия для ввода крови и выхода воздуха. Одна из внутренних поверх ностей 
покрыта высушенным желатином, содержащим конъюгированные с флуо ро фо
ром антитела для окраски клеток. Заполненную за счет капиллярного потока 
камеру герметизируют при помощи минерального масла. После 10–30 минутной 
инку бации получают флуоресцентные изображения для подсчета клеток. Взято 
с изменениями из [101, http://dx.doi.org/10.1039/C1LC20565J ] с разрешения The 
Royal Society of Chemistry.
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камер, каждая площадью 130 мм2 и глубиной ~ 25 мкм. На дне 
камер находится слой высушенного желатина толщиной 100–150 нм, 
содер жащий набор флуоресцентномеченных антител для окраски 
детек тируемых клеток. После того, как за счет капиллярных сил 
камера заполняется образцом цельной крови, происходит выс во
бождение антител в кровь и окраска клеток. Далее делают сни
мок центральной части камеры и при помощи специального про
граммного обеспечения проводят автоматический подсчет CD4+ и 
CD8+ Tлимфоцитов. Полученные при помощи такого чипа данные 
срав нимы с результатами проточной цитометрии, традиционно 
исполь зуемой для таких задач. Но чип проще в использовании, не 
требует специального дорогостоящего оборудования, для проведения 
анализа достаточно капли неразбавленной крови пациента без предва
ри тельных обработок, которые могли бы привести к изменению кон
центрации клеток.

Скрининг клеток на мембране
Для анализа разбавленных суспензий микроорганизмов часто 
применяют фильтрование, пропуская образец, объем которого может 
достигать десятков миллилитров, через мембрану. Впервые такой 
подход был предложен в 1928 г. Н. Холодным [50, 58] для анализа 
бакте риального планктона, при этом клетки с фильтра переносили 
на предметное стекло, и только после этого исследовали под микро
скопом. Позднее А. Разумов [102] предложил смотреть клетки прямо 
на фильтре. Для лучшего наблюдения клеток применяют фазовое 
контрас тирование [103] или окрашивание [104–106]. В случае 
флуо ресцентного окрашивания, для получения более контрастных 
изобра жений используют мембраны с низкой автофлуоресценцией, 
изготов ленные на поликарбонатной основе [107–110] или из оксида 
алюминия [111]. Для быстрой и простой идентификации различ ных 
бакте рий, иммобилизованных на мембране, и оценки их метабо ли
ческой активности разработана многоканальная система обработки 
изображений [112]. 
 Недостатком метода является то, что при фильтрации клетки под
вер гаются воздействию давления, что может привести к их повреж
де нию. Кроме того, существует ряд бактерий, называемых филь
труе мыми, размеры которых меньше диаметра пор на фильтре [113, 
114]. Такие бактерии, не будучи сорбированными на мембране, будут 
поте ряны для исследователя [50]. Метод накладывает ограничения 
на манипуляции с клетками: если не использовать фиксацию клеток, 
которая ведет к их гибели, при интенсивных промывках часть клеток 
может быть смыта с фильтра и потеряна.
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Метод агарозных подушек
Выстроить живые бактериальные клетки в одной плоскости и 
одно временно наблюдать за каждой из многих при помощи микро
скопа позволяет метод агарозных подушек. Агарозные подушки 
изго тав ливают, заливая расплавленную агарозу, содержащую 
пи та тель ные вещества, на стекло, и далее сверху на жидкую ага
розу помещают второе стекло (рис. 5; http://www.youtube.com/
watch?v=8IZmkPffMmg). Полученный таким образом «сэндвич» 
охлаж дают, позволяя агарозе застыть. Далее извлекают агарозный 
слой и вырезают из него фрагменты требуемого размера – эти фраг
менты собственно и есть агарозные подушки. Небольшую каплю 
суспен зии клеток помещают на такую подушку. Далее переносят 
подушку с суспензией на чашку Петри, переворачивая подушку (либо 
просто накрывают подушку с каплей сверху покровным стек лом) так, 

Рис. 5. Приготовление агарозных подушек.
 1 – расплавленную агарозу выливают на покровное стекло; 2 – на агарозу 
поме щают второе покровное стекло, получая «сэндвич» одинаковой толщины; 
3 – извлекают агарозный слой и вырезают из него агарозные подушки; 4 – каплю 
сус пензии клеток помещают на поверхность подушки; 5 – переворачивают 
подушку и переносят на чашку Петри для последующего наблюдения при 
помощи микроскопа; 6 –на одну чашку можно поместить много подушек. 
Взято с изме нениями из [118, https://www.nature.com/nprot/journal/v7/n1/full/
nprot.2011.432.html ] с разрешения Macmillan Publishers Ltd: [Nat. Protoc.], Copy
right (2012).
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что клетки оказы ваются фиксированными, будучи зажа тыми между 
подуш кой и поверхностью чашки Петри (либо пок ров ного стекла) 
[115–118]. В состав агарозы можно ввести любые необхо димые 
вещества – индукторы, ингибиторы, антибиотики, прижиз ненные 
краси тели и т.п., что позволяет экспериментатору в режиме реального 
времени наблюдать эффект от влияния различных хими ческих 
соеди нений на синтез определенных белков или их лока лизацию 
[115]. В случае наблюдения за флуоресценцией клеток, для изготов
ления подушек по возможности используют компоненты с низ кой 
авто флуоресценцией. Агарозные подушки довольно мягкие и не 
пов реж дают клетки при иммобилизации. Агарозная прослойка выс
ту пает как резервуар питательных веществ и содержит достаточное 
коли чество кислорода, чтобы клетки росли и делились, формируя 
коло нии [118–121]. Если инкубация занимает больше нескольких 
часов, во избежание высыхания образца используют силиконовую 
смазку или парафин, иногда также используют специальные стекла, 
имею щие полости, содержащие дополнительный запас питательных 
веществ и кислорода [120]. При использовании агарозных подушек 
клетки могут делиться и формировать микроколонии. Нужно отме
тить, что в случае использования агарозных подушек, делящиеся 
клетки могут распространяться только вдоль границы подушки и пок
ровного стекла геля, формируя таким образом некомпактные плос кие 
колонии, которые быстрее, чем колонии на агаре, сливаются между 
собой. Недостатком метода является также то, что клетки ос таются 
фиксированными только пока зажаты между стеклом и ага розной 
подушкой. Стоит отделить подушку, и клетки получают воз мож ность 
перемещаться. Поэтому экспериментатор не имеет воз мож ности 
отобрать интересующие его клетки или поменять кле точ ное окру
же ние, удаляя или вводя новый компонент путем промывания геля.

Адгезивная иммобилизация клеток на подложке
Другой способ выстроить клетки в одной плоскости – иммобилизо
вать их на подложке за счет адгезии. Такой подход часто применяют 
при работе с клетками эукариот. За адгезию отвечают взаимодействия 
между поверхностными белками клеток и заряженными группами 
под ложки. Прикреплённые таким образом к поверхности, покрытые 
пита тельной средой, многие эукариотические клетки способны расти 
и размножаться. Иммобилизованные клетки удобно исследовать 
при помощи микроскопа. Одними из первых появились подложки, 
изго товленные из стекла, целлофана, полиметилметакрилата и 
других пластмасс, при этом долгое время наиболее популярным 
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материалом оставалось стекло, так как оно было более доступно 
[122]. Стеклянные подложки до сих пор остаются одним из самых 
попу лярных способов иммобилизации клеток для микроскопических 
иссле дований [123–127]. 
 Начиная приблизительно со второй половины 70х годов для 
работы с клетками стали использовать полистирольную посуду. Поли
стирол обладает высокой оптической прозрачностью, из него легко 
изго товить посуду заданной формы, и он дешев. Сам по себе поли
сти рол – гидрофобный материал, и клетки к нему крепятся плохо. Для 
при дания адгезивных свойств, полистирол модифицируют химически 
(напри мер, серной кислотой) или физически (воздействуют коронным 
электри ческим разрядом, плазмой или радиацией), в результате на 
обра ботанной поверхности полистирола образуются сульфо, гидрок
силь ные, альдегидные, кетонные, карбоксильные и другие группы 
[128–130]. Конечно, поскольку клетки, расположенные на подложке, 
залиты средой, этот подход не обеспечивает полной иммобилизации 
клеток. Действительно, несмотря на то, что многие культуры в целом 
являются адгезивными, часть клеток культуры на некоторое время 
могут открепляться от субстрата и перемещаться в растворе.
 Одним из ограничений этой техники является то, что она не может 
быть применена к неадгезивным, суспензионным типам клеток, таким 
как клетки крови (особенно иммуноциты), некоторые раковые клетки, 
стволовые клетки, каждые из которых важны в различных био ло
ги ческих и медицинских областях. Для решения этой задачи был 
разра ботан метод иммобилизации, использующй имеющий сродство 
к мембране полиэтиленгликольлипид (ПЭГлипид), названный БАМ 
«биосовместимый анкер (якорь) для мембраны» (biocompatible anchor 
for membrane) [131, 132]. БАМ состоит из трех функциональных 
пос ле довательно соединенных единиц: гидрофобной олеильной 
группы, гидрофильной ПЭГцепи, Nгидроксисукцинимидэфирной 
груп пой. Покрытое белком БСА стекло модифицируют при помощи 
БАМ, посредством образования амидной связи между амино груп
пами белков и Nгидроксисукцинимидэфирной группами БАМ. 
Неад гезивные клетки иммобилизуют на БАМпокрытой поверх ности 
стекла за счет встраивания олеильного фрагмента БАМ в кле точную 
мембрану. При этом авторами метода показано, что такая иммо би ли
за ция не нарушает пролиферацию клеток.
 Для иммобилизации бактерий, в частности клеток E.coli, исполь
зуют стекла, покрытые полиLлизином. После такой иммобилизации 
клетки можно подвергать промывкам и окрашиванию [133].
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3D-культуры
При работе с клетками высших эукариот особую проблему составляет 
имитация условий клеточного микроокружения, присущего клеткам в 
многоклеточном организме. В многоклеточном организме развитие и 
нормальное функционирование клеток зависит от их взаимодействий 
с микроокружением, основу которого составляет внеклеточный мат
рикс (ВКМ). ВКМ состоит из ряда различных макромолекул, чья 
струк турная целостность и набор выполняемых функций важны для 
поддер жания нормальной архитектуры клеток в тканях, их развития 
и ткане спе цифических функций [134]. Поэтому при изучении многих 
культур клеток для того, чтобы приблизить их окружение к физиоло
ги ческому, а также для придания дополнительных адгезивных 
свойств, подложку покрывают компонентами ВКМ: коллагеном [135, 
136], фибронектином [137–139], ламинином [137, 140], а также соеди
не ниями, являющимися производными ВКМ или имити рую щими 
его, например: желатином [141, 142] или полиD или полиLлизином 
[143–145], и их комбинацией [146].
 Еще лучшую имитацию in vivoусловий многоклеточного орга
низма обеспечивают так называемые 3Dкультуры (рис. 6) [147–150]. 
Этот подход основан на культивировании клеток погруженными в 
толщу ВКМ (данный подход по сути уже не относится к методам, 
основанным на 2Dформате презентации клеток, но все же разберем 
его в этом разделе как пример для сравнения). Впервые 3Dкультура 
была применена в 1972 году для модельной системы фибробластных 

клеток в организме и была основана 
на использовании коллагенового 
мат рикса, полимеризованного in 
vitro, для формирования фиб рил
ляр ной 3Dсети [151]. Сегодня из
вестно, что в некоторых случаях 
ответ клеток на различные воз
дейст вия в 2Dкультуре до воль
но сильно отличается от отве та 
кле ток, находящихся in vivo или 
в 3Dкультурах [152–155]. Час
тично это происходит потому, что 
физиология клетки опре де ля ет
ся механическими свой ст ва ми 
ВКМ и физической и хи ми чес
кой анизотропией [149, 156–158], 
ко то рые совершенно раз личны в Рис. 6. Различные подходы к культи

ви рованию клеток эукариот.
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2D и 3Dкультурах [152, 159, 160]. Поэтому 3Dкультуры пред поч
ти тельнее 2Dкультур в ряде областей, таких как: изучение диф фе
рен цировки стволовых клеток, морфогенеза тканей, биологии рака, 
взаи модействий «клетка–вирус» и основанных на клетках скрининге 
лекар ственных препаратов и токсикологических дисплеях [147, 
161, 162].
 Однако 3Dкультуры лишены ряда преимуществ, присущих 
2Dкультурам: клетки в 3Dкультурах находятся на разной глубине. 
В результате этого клетки находятся в разных физиологических усло
виях по таким параметрам, как эффективность газообмена, снабжения 
питательными веществами и удаления продуктов жизнедеятельности. 
Кроме того, распределение клеток по всей толще 3Dматрикса 
затруд няет одновременный мониторинг, скрининг клеток и их отбор 
для даль нейшего использования [150, 155]. Другая возникающая 
проб лема – сложность использования обычного микроскопа для 
мони торинга клеток, погруженных в сильно рассеивающую среду на 
раз ную глубину [152]. Обе эти проблемы частично преодолеваются 
исполь зованием «поверхностных» («ontop») культур (рис. 6), когда 
клетки культивируют в жидкой среде прикреплёнными к поверх
ности геля. Компоненты внеклеточного матрикса также добавляют 
в пита тельную среду, откуда эти компоненты частично оседают на 
поверх ность геля с клетками. Это в некоторой степени имитирует 
условия 3Dкультур [163, 164]. Однако в таком формате клетки и их 
потомство иммобилизованы ненадежно и перемещаются в окру жаю
щий раствор. Кроме того, перед тем как прикрепиться к поверх ности 
геля, клетки, как правило, агрегируют друг с другом и могут нерав
но мерно распределиться по поверхности геля [163].

III. МЕТОДЫ СКРИНИНГА, ОСНОВАННЫЕ НА 
ОДНОМЕРНОМ ФОРМАТЕ ПРЕЗЕНТАЦИИ КЛЕТОК

1Dформат презентации клеток состоит в том, что клетки последо
ва тельно проходят через детектор в потоке жидкости. Этот формат 
обес печивает высокую пропускную способность, с его помощью 
удается анализировать тысячи клеток в секунду.
 Впервые идею такого подхода предложил Молдаван в 1934 году 
[165]. Он предложил пропускать суспензию клеток под давлением 
через тонкую трубку, находящуюся в поле зрения микроскопа. Фото
электрический прибор, установленный на окуляр микроскопа, должен 
был регистрировать прохождение каждой клетки через капилляр. Но 
данный прибор, по всей видимости, так и не был построен [166]. В 
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пос ледующие десятилетия было создано несколько инструментов 
для подсчета частиц в суспензии [167–169].

СЧЕТЧИК КОУЛТЕРА

Одной из наиболее удачных первых моделей проточного цитометра 
стало устройство, запатентованное в 1953 г. У. Коултером [170] 
и названное позднее счетчиком Коултера. Принцип работы этого 
устройства основан на пропускании под давлением суспензии 
клеток в растворе электролита сквозь ячейку, через которую пропус
кают слабый электрический ток. Проходя через отверстие, клетка 
увеличивает сопротивление в ячейке, что приводит к кратковременному 
падению силы тока. Концентрацию клеток определяют, подсчитывая 
количество таких импульсов во время пропускания определенного 
объема. Величина и форма импульса зависят от размера клетки, поз
воляя, таким образом, определять распределение клеток и других 
час тиц в образце по линейному размеру или объему [72, 171]. 
Счет чики Коултера с момента их создания и по сей день остаются 
востребованным инструментом для исследователей [72, 172–174]. Но 
во многих случаях, помимо информации о размере клетке, требуются 
дан ные о её оптических характеристиках. Для этого нужны более 
слож ные устройства.

ОПТИЧЕСКИЕ ПРОТОЧНЫЕ ЦИТОМЕТРЫ

Информацию об оптических свойствах клетки позволяют получить 
про точные цитометры, оснащенные оптической системой, через кото
рую одна за другой в потоке жидкости проходят клетки. Сущест вен
ного успеха в этом направлении удалось достигнуть во второй поло
вине 60х годов прошлого века, когда был сконструирован авто ма
тический проточный цитометр, использующий оптическую систему 
микроскопа (по принципу Молдована), который измерял и записывал 
УФпоглощение и рассеяние синего света клеток, протекающих мимо 
объектива со скоростью 500 клеток в секунду [175]. В 1969 г. Дитрих и 
Гёдэ описали подобную установку, детектирующую флуоресценцию 
клеточной ДНК, окрашенной бромистым этидием [176].

Гидродинамическое фокусирование
В 1969 году был разработан флуоресцентный цитометр, который, 
в отличие от ранее предложенных систем на основе микроскопа, 
в допол нение к взаимно перпендикулярным оси потока суспензии 
клеток в трубке и оси освещения образца, имел перпендикулярную 
к ним обеим оснащенную фотоумножителем ось детекции [177]. В 
качестве источника света использовали аргонный лазер, что позво
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лило получить чистый монохромный поток света высокой плотности, 
что важно при работе с флуоресценцией. Кроме того, данный цито
метр использовал принцип гидродинамического фокусирования, 
ранее предложенный КросландТейлором [178]. Этот принцип 
осно ван на впрыскивании через специальный наконечник суспензии 
клеток в центр быстро текущего широкого потока буферного раст
вора, так называемой обжимающей жидкости. Геометрия нако
неч ника позволяет предотвратить турбулизацию потока суспензии 
иссле дуемых клеток и ее перемешивание с обжимающей внешней 
жид костью. Объемный поток обжимающей жидкости как правило 
в 10–100 раз больше потока образца. Давление внешнего потока, 
направ ленное на суспендированные клетки, выстраивает эти клетки 
в центральной области потока. Вследствие этого клетки, образуют 
«цепочку» в потоке жидкости. Ранее создатели проточных цитомет
ров стояли перед выбором: использовать широкую трубку, которая 
позволяла проходить одновременно по две или более клеток через 
детектор, таким образом искажая результаты измерений, или исполь
зо вать узкую трубку, что затрудняло наблюдение клеток изза раз ных 
пока за телей преломления материала трубки и жидкости, в которой 
нахо ди лись клетки. Кроме того, узкие трубки быстро заби ва лись 
[166]. Гидродинамическое фокусирование позволило решить выше
опи санные проблемы: с одной стороны, используя достаточно широ
кий поток, с другой – локализовав клетки в довольно узкой его части. 
 Дальнейшее развитие проточных цитометров пошло в направле
нии технического совершенствовании данной модели. Некоторые 
современные цитометры оснащены целым комплектом лазеров и могут 
измерять и анализировать сигналы от различных флуорофоров, содер
жащихся в клетке. На сегодня доступны цитометры, анализирующие 
одновременно до 17 каналов флуоресценции [179].
 Помимо флуоресценции, проточные цитометры могут измерять 
рас сеяние луча лазера каждой клеткой (рис. 7, 8). Оценивают прямое 
(мало угловое) и боковое рассеяние. Для измерения малоуглового 
рассеяния на пути лазерного луча ставят узкую перегородку, отсекаю
щую сам лазерный луч, но не рассеянные лучи; за перегородкой 
разме щают собирающую линзу, а за ней фотодетектор. Эта система 
обычно устроена так, что линза собирает лучи, отклоненные на 
0,5–10° от исходного лазерного луча. В общем случае, клетка с 
боль шим поперечным сечением сильнее отклоняет лучи. Поэтому 
по величине прямого рассеяния оценивают объем клеток. Но это 
не совсем верно, так как на величину прямого рассеяния влияет 
показатель преломления клетки, который зависит от её морфологии 
и физиологического состояния [180]. Для оценки бокового рассеяния 
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Рис. 8. Схема скрининга клеток в лазерном проточном цитометре.
 Поток жидкости и линзы, собирающие прямое и боковое рассеяния, располо
жены на взаимно перпендикулярных осях. Взято с изменениями из [166] с раз
ре шения Springer (© Springer Science+Business Media, LLC 2011).

Рис. 7. Виды рассеяния лучей клеткой в проточном цитометре.
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собирающую линзу и фотодетектор ставят перпендикулярно направ
лению лазерного луча. Эта система детектирует сильно откло нен ные 
клеткой лучи. Такое рассеяние дает информацию о цито плаз ма ти
ческих и мембранных особенностях клетки. Только на анализе рас
сеяния света, не используя флуоресцентный блок, проточные цито
метры позволяют анализировать морфологию клеток, что находит 
применение, в частности, при анализе образцов крови (рис. 9).
 Отдельную проблему проточной цитофлуориметрии составляет 
анализ бактериальных клеток. Это вызвано тем, что бактерии намного 
меньше клеток эукариот, для анализа которых созданы большинство 
современных цитометров. Так средний размер бактерии – 1 мкм, а 
сред ний размер клетки крови – 10 мкм, и, следовательно, площадь 
поверхности у бактерий примерно в 100, а объем в 1000 раз меньше. 
Сиг нал от флуоресцентных зондов, связанных с поверхностью или 
рас пределённых по объему бактериальных клеток, существенно 
слабее, чем в случае клеток эукариот. Поэтому для работы с бакте
риями требуются более чувствительные системы [181, 182].
 Ключевая особенность, сделавшая проточные цитометры столь 
популярным инструментом для скрининга клеток – это скорость их 
работы. Современные цитометры способны пропускать поток иссле
дуемого образца с объемной скоростью порядка нескольких сотен 
микро литров в секунду, анализируя при этом до 100 000 клеток в 
секунду [183]. Однако, как правило, используют скорости, не превы
шаю щие 10 000 клеток в секунду [184, 185], и часто используют 
скорость менее 1000 клеток в секунду [91, 186, 187]. Это вызвано 
тем, что при повышении скорости скрининга возрастет вероятность 
ошибки. При фиксированной скорости подачи суспензии клеток уве ли
чить скорость скрининга можно, если увеличить концентрацию клеток 
в суспензии. Однако с повышением концентрации возрастает вероят
ность слипания клеток в образце еще до того, как клетки пройдут через 

Рис. 9. Анализ субпопуляций лейкоци
тов пери фе рической крови крысы на 
осно вании прямого (FSC) и бокового 
(SSC) рассеяний.
 PMN – полиморфноядерные клетки, 
М – моноциты, L – лимфоциты. Взято из 
[245] с разрешения John Wiley and Sons, 
Copyright (1995) Wiley.
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детектор. Кроме того, повышается вероятность, что через детектор 
одновременно пройдет больше одной клетки (рис. 10). Другой способ 
увеличить скорость скрининга – повысить скорость впрыска клеток во 
внешний поток. Однако при этом происходит увеличение поперечного 
сечения области, в которой могут присутствовать клетки (рис. 11), то 
есть ухудшается гидродинамическое фокусирование. В результате, 
через детектор могут одновременно проходить больше одной клетки, 
что также ведет к искажению результатов.

Рис. 10. Зависимость вероятности 
того, что проточный цитометр вос
при мет прохождение двух и более 
клеток через лазерный луч как 
одиночное собы тие, от скорости 
потока клеток. Взято с изменениями 
из [182] с разре шения John Wiley 
and Sons, Copyright (2001) Wiley.

Рис. 11. Влияние скорости подачи образца на эффективность гидродинамичес
кого фокусирования.
 Cхема потока клеток в центре потока обжимающей жидкости, проходящей 
через аналитическую ячейку, освещаемую лазерным лучом. Когда образец 
впрыс кивается медленно (слева), клетки фокусируются лучше и проходят через 
центр лазерного луча по одной. Когда образец впрыскивается быстро (справа), 
клетки фокусируются хуже и освещаются не одинаково, поскольку не все оказы
ваются в центре луча. Кроме того, более одной клетки может быть осве щено 
одно временно. Взято с изменениями из [182] с разрешения John Wiley and Sons, 
Copy right (2001) Wiley.
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Акустическое фокусирование
Активно развивающимся направлением проточной цитометрии 
является акустическая цитометрия, основанная на силе давления 
звукового излучения [188]. Эффект этого давления на частицы был 
впервые описан Кундтом и Леманом в 1874 году после наблюдения 
исчер ченности узора из частиц пыли, левитирующих в трубах органа 
[189]. Позже этот эффект применяли для разделения частиц в водных 
растворах [190–193]. Акустическая фокусировка, применяемая в 
про точной цитометрии, заменяет традиционно используемое гидро
динамическое фокусирование, не требуя потока обжимающей жид
кости. Этот подход использует физические различия между буфе ром 
и клетками, которые в нём находятся, для выстраивания клеток в 
цепочку, направленную вдоль центральной оси потока в капил ляре 
(рис. 12). Возможность компактно сфокусировать клетки в линию 
без использования потока обжимающей жидкости дает допол ни тель
ные преимущества, выходящие за рамки обычной проточной цито
метрии: быстрый анализ сильно разбавленных образцов, уникальная 
возможность контроля потока – от его замедления или остановки до 
обра щения движения в обратную сторону. Теория акустически управ
ляе мого капилляра была описана в 2005 году [194], а его применение 
для цитометрии – несколькими годами позже [195].
 Принцип действия акустической цитометрии состоит в том, что 
в капилляре с протекающим образцом в результате воздействия 
ультра звука формируется поле давления звукового излучения. При мер 
распределения потенциала этого поля в поперечном сечении капил
ляра представлен на рис. 12. Частицы, проходящие через капилляр, 
испы тывают давление, которое переносит их в область минимального 
потен циала (потенциальную яму), центрируя вдоль оси капилляра. 
Стоит отметить, что так ведут себя почти все частицы, исследуемые 
в проточной цитометрии, однако есть исключения. Строго говоря, 
пове дение частиц в акустическом поле определяется акустическим 
контрастом между жидкостью и находящейся в ней частицей. 
Контраст, в свою очередь, определяется разностью в сжимаемости и 
плот ности частиц и жидкости. Частицы, которые выстраиваются вдоль 
центральной оси капилляра, имеют положительный акустический 
контраст. Однако существуют частицы с отрицательным акустическим 
контрастом, такие как глобулы жира или пузырьки газа, которые под 
воздействием акустической силы мигрируют в направлении стенок 
капилляра. Если плотность и сжимаемость частиц и окружающей их 
жид кости одинакова, т.е. акустического контраста нет, то давления 
звукового излучения на частицу не возникает. 
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 Стоит упомянуть, что ультразвуковое давление не оказывает 
разру шающего эффекта на клетки. В отличие от акустического лизиса 
клеток в ультразвуковых гомогенизаторах, где применяют ультразвук 
с час тотой порядка нескольких десятков кГц, при акустическом 
фоку сировании используют ультразвук более высокой частоты, выше 
1 МГц, что не позволяет формироваться кавитационным пузырям, 
коллапс которых приводит к лизису клеток. Кроме того, при акус
ти ческом лизисе используют очень высокий уровень энер гии, 
акустическая цитометрия же выполняется с применением отно си
тельно низкого уровня энергии всего в несколько сотен милливатт 
при очень высокой скорости протока образца, так что энергия быстро 
рас сеивается в жидкости. Было показано, что акустическое поле, 
созда ваемое капилляром с акустическим приводом в субмегагерцовой 
области, не оказывает существенного влияния на жизнеспособность 
клеток яичника китайского хомячка CHO [196].
 Использование акустической цитометрии имеет ряд недостатков. 
Вопервых, это сильная зависимость условий фокусировки от темпе

Рис. 12. Акустическое фокусирование.
 Слева: схема линейного капилляра с изображением плотной фокусировки 
час тиц вдоль центральной оси капилляра; поток жидкости направлен сверху вниз. 
 Справа: расчётный акустический потенциал для эритроцитов, суспендиро
ван ных в буфере PBS, в поперечном сечении капилляра. Клетки, имеющие 
поло жительный акустический контраст, сосредотачиваются в потенциальной 
яме в центре поперечного сечения. Взято с изменениями из [188] с разрешения 
John Wiley and Sons, Copyright (2009) Wiley.
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ра туры и типа используемого буфера, в котором находятся клетки. При 
изменении этих параметров требуется оптимизация частоты резонанса 
ультразвука. Вовторых, прямой контакт образца со стенками 
капилляра делает систему восприимчивой к загрязнению [197]. 
Втретьих, воздействие акустической силы на частицы зависит от их 
размера. Итоговое воздействие, являющееся результатом действия 
акус тической силы и противопоставленной ей силы сопротивления 
жид кости, пропорционально квадрату радиуса частицы. Таким 
образом, маленькие частицы концентрируются медленнее, чем 
боль шие частицы с таким же акустическим контрастом. Это, в свою 
очередь, требует, чтобы при цитометрии небольших клеток, таких как 
бакте рии, скорость протекания образца в фокусирующем капилляре 
была уменьшена – что замедляет анализ. Более мелкие, субмикронные 
объекты, такие как маленькие бактерии и вирусы, на сегодня не 
могут быть достаточно хорошо акустически сфокусированы: в этом 
слу чае требуется применение гидродинамического фокусирования. 
Поскольку акустические силы не зависят от потока, обжимающий 
поток может быть введен при любом желаемом соотношении с 
потоком образца. В обычном проточном цитометре объемный поток 
обжи мающей жидкости, необходимый для достижения плотного 
фокуса, обычно в 1001000 раз больше, чем поток пробы. В совме
щен ном акустическогидродинамическом цитометре его можно 
уменьшить до соотношения 10 :1 или 2 :1 или даже 1 :10. Этого 
оказы вается достаточно для удержания мелких частиц от контакта 
со стенками капилляра, а поскольку акустические силы действуют на 
частицы тем сильнее, чем ближе они к центральной оси, то фокуси
ро вание частиц в этом случае требует меньше времени. Однако 
совмещение акустического и гидродинамического фокусирования 
имеет свои ограничения, в частности, точность фокусировки может 
ухуд шаться, если обжимающая жидкость и жидкость образца не 
ана логичны «акустически». Этот эффект имеет сложную природу 
и зависит от физических свойств указанных жидкостей, объемного 
соот но шения их подачи, геометрии системы их доставки, и еще не 
полностью исследован. Прием, который позволяет частично прео до
леть эту проблему – использование гидродинамической фокуси ровки 
образца после фокусировки в акустическом капилляре. Этот метод 
также приводит к лучшему фокусированию более мелких час тиц и 
предотвращению контакта образца со стенкой оптической ячейки.
 Текущие акустические фокусирующие цитометры могут фокуси
ро вать лимфоциты и более крупные клетки при объемном потоке 
образца от 2 до 3 мл/мин, что на один – два порядка выше, чем у 



А.А.Гордеев, А.Б.Четверин198

обычных проточных цитометров. Такая высокая скорость протока 
позволяет поддерживать высокую пропускную способность клеток 
даже для разбавленных образцов.
 Еще одно преимущество акустической фокусировки по сравнению 
с гидродинамической проявляется при цитометрии клеток, несущих 
неболь шое число флуорофоров. В этом случае для достаточного 
накоп ления сигнала на детекторе замедляют скорость протока об
разца. В случае гидродинамического фокусирования совмещение мед
лен ного потока и компактной фокусировки образца требует малень
ких размеров проточной системы, что сильно затрудняет ана лиз 
клеток, которые легко «забивают» систему. В случае же акус ти ческой 
фокусировки, как упоминалось выше, легко можно пони зить скорость 
потока, при этом фокусировка клеток не только не ухудшится, но даже 
улучшится, поскольку, двигаясь с меньшей ско ростью, они будут 
дольше находиться под действием акустической силы.
 Интересным развитием акустической цитометрии является фор
мирование в одной общей проточной ячейке нескольких параллель ных 
потоков сфокусированных клеток. Для создания таких параллельных 
потоков используют мультиузловые плоские акустические стоячие 
волны, в узлах которых и выстраиваются клетки. Для демонстрации 
воз можностей такого подхода был создан цитометр, проточная ячейка 
кото рого представляла собой уже не круглый в сечении капилляр, 
а камеру, сверху и снизу ограниченную предметными стеклами 
(25 мм × 75 мм), зазор между которыми был толщиной 0,73 мм. В 
такой проточной ячейке с помощью акустической фокусировки уда
лось создать до 37 параллельных потоков клеток [198].
 При использовании акустической цитометрии управление пото ком 
позволяет остановить или даже обратить его. Объединив этот конт роль 
потока с высокой пропускной способностью, можно сделать инстру
менты, которые сочетали бы статистическую мощность обычной 
цито метрии с достоверностью исследования клеток при помощи 
мик роскопа. Такие инструменты позволили бы анализировать клетки 
с высо кой скоростью, но также дали бы возможность приостановки 
потока и получения изображения заинтересовавших пользователя 
клеток.
 Говоря о современной проточной цитометрии, нельзя не упомя
нуть приборы, не использующие фокусировку [197, 199]. В этом 
случае поток клеток ограничен капилляром с небольшим внутренним 
диамет ром. При таком подходе требуется избегать высоких кон
центраций клеток: вопервых, для подавления одновременного 
прохож дения нескольких клеток через детектор; вовторых, для пре
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дотвра щения «забивания» капилляра слипшимися клетками. Оптика 
при этом настраивается более грубым образом, чтобы детектировать 
клетки, находящиеся не только вдоль центральной оси потока, но 
и отклонившиеся в периферийную область [200]. Такие приборы 
являются не такими точными, как приборы с гидродинамической и 
оптической фокусировкой, но зато более дешевы и просты в обслу
живании.

Микрофлюидные системы
Развитие технологий микрообработки и микропроизводства материа
лов позволило уменьшить размеры проточных систем. В связи с 
этим в 1990е годы возникло самостоятельное междисплинарное 
направ ление – микрофлюидика, которое описывает поведение малых 
(порядка 10–6–10–18 л) объемов жидкостей [201–203] в капил лярах 
диамет ром, сопоставимым с размером эукариотической клетки. 
Истори чески исследования микрофлюидики проводились с целью 
ком пакти зации, упрощения оборудования, удешевления его произ
водства [200], экономии реагентов, но в целом считалось, что мень
шие устройства будут работать так же, как их макроаналоги. Как 
оказалось, физика поведения жидкости меняется по мере перехода 
к микропотокам. В микромасштабе возможны совершенно новые и 
полезные устройства, которые не имеют аналогов в макромасштабе 
[197, 200, 204, 205].
 Потоки в каналах микрофлюидных систем, как правило, являются 
ламинарными, а не турбулентным, и поэтому эти потоки и изменение 
концентраций веществ в них можно математически моделировать, 
что делает возможным количественное предсказание окружения 
клеток. Это детерминированное поведение потока в микроканалах 
является уникальной особенностью микрофлюидики, которое не 
имеет аналогов в макроскопическом мире и поэтому часто требует 
отдель ной инженерии для ее использования. Микроканалы, как видно 
из их названия, могут быть легко изготовлены в масштабе, подобном 
клеточ ному, поэтому их можно использовать для исследования 
клеточных эффектов, для рассевания и сортировки одиночных клеток, 
для создания систем, имитирующих физиологические параметры и 
т. д. При относительно небольших дополнительных затратах можно 
интег рировать микроклапаны и микронасосы и другие модули на 
одну и туже подложку, что позволяет изолировать образец от внешней 
среды, устраняя тем самым ошибки, обусловленные загрязнением и 
чело веческим фактором, а также автоматизировать управление жид
костями. В связи с этим системы на основе микрофлюидных чипов 
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получили названия «лаборатория на чипе» (labonachip) [203, 206]. 
Прог нозируют, что микрофлюидика позволит снизить стоимость 
поста новки высокопроизводительных экспериментов, особенно когда 
будут налажены серийное изготовление такого оборудования и мани
пу ляции на нём. Как упоминалось выше, микрофлюидные устройства 
потребляют меньше реагентов, образуют меньше отходов, занимают 
меньше места, чем их макрофлюидные аналоги, и поэтому их можно 
легко транспортировать и использовать не только в ограниченном 
числе специально подготовленных лабораторий, а в «полевых усло
виях» [200, 204–207].
 Одним из направлений развития микрофлюидики является реали
зованная на чипе проточная цитометрия. Стоимость и сложность 
изго товления компонентов проточной системы, которые традиционно 
делаются из высококачественного стекла, могут быть уменьшены за 
счет использования недорогих полимеров. Изготовленные с при ме
не нием микрообработки и микропроизводства структуры каналов, 
обеспечивающие ламинарный ток, способны стабильно доставлять 
клетки в зону детекции (оптическую ячейку) с большей точностью 
и лучшим контролем потока по сравнению с обычными проточными 
цито метрами [208]. Преимущества новых технологий производства 
включают в себя также возможность быстро и недорого создавать тре
буемые структуры и получать оптимизированные геометрии каналов, 
которые трудно или невозможно изготовить с использованием обыч
ных методов обработки стекла [200]. Так, еще в 1993 была разра
бо тана система для проточной цитометрии [209]. Чип этого цито
метра состоял из двух частей, выполненных из плавленого кварца, 
гид ро динамическая фокусировка достигалась путем впрыскивания 
потока образца в центр сужающегося потока обжимающей жидкости. 
Исполь зуя эту систему, удалось сфокусировать поток образца до 
10 мкм и обеспечить его высокую скорость (до 10 м/с).
 Одна из самых простых современных систем микроканалов для 
гид родинамической фокусировки состоит из двух потоков обжи маю
щей жидкости, расположенных по обе стороны от потока образца и 
ориен тированных либо перпендикулярно, либо под углом к нему [198, 
210]. Подбирая правильное соотношение размеров кана лов, удается 
сфо ку сировать образец в очень узкий поток. Кроме того, парабо
ли ческий профиль потока в этих каналах обеспечивает некоторую 
степень фокусировки частиц в вертикальном направлении [211]. 
Даль нейшее развитие технологии пошло по пути увеличения числа 
потоков с обжимающей жидкостью. Было предложено устройство с 
тремя потоками обжимающей жидкости. Точность фокусировки была 
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дополнительно улучшена варьированием положения высоты пото ков 
с обжимающей жидкостью. Введение трех обжимающих пото ков не 
только точно фокусировало частицы, но также увеличило про пуск
ную способность и точность, сделав их сравнимыми с коммер чес
кими проточными цитометрами [212, 213]. В дальнейшем, число 
фокусировочных потоков с обжимающей жидкостью увеличивалось – 
в некоторых конструкциях использовали до восьми потоков фокуси
ровки [214]. Это в общем случае увеличивало качество фокусирова
ния образца и позволяло управлять его положением в канале, однако 
увели чивало трудность изготовления таких устройств.
 Для упрощения производства микрофлюидных чипов разрабаты
ваются новые схемы гидродинамического фокусирования с опти
ми зи рованной геометрией потоков. Так, например, был предложен 
мик ро флюидный чип, использующий двухэтапное каскадное фокуси
ро вание (рис. 13А), когда на каждом этапе поток образца впрыс ки
вается между двумя сходящимися потоками обжимающей жид кости. 
Помимо относительной простоты изготовления такого чипа, гидро
ди намическое воздействие на клетки при этом меньше, чем в случае 
клас сического гидродинамического фокусирования [208, 215, 216]. 
Другой подход, так называемое «фокусирование вращением» (spin 
focusing), основан на применении потока обжимающей жидкости, 
закру ченного вихрем вокруг потока образца (рис. 13Б). Данный под ход 
также обеспечивает высокое качество выстраивания клеток в центре 
потока, но при этом, по сравнению с каскадным фокусированием, 
имеет упрощенный дизайн микрофлюидики и менее сложен в произ
водстве в производстве [208].
 В микрофлюидике относительно недавно получил распро стра
нение способ инерционной фокусировки. Инерционная фоку си ровка 
определяется инерционными подъемными силами, а также силами 
сопротивления [197], которые вызывают латеральную мигра цию 
клеток через поток жидкости в предсказуемые положения равно
весия. Точные пространственновременные фокусирующие поло же
ния возникают изза сочетания латерального фокусирования инер
цион ными силами и продольным упорядочением, возникающим в 
резуль тате гидродинамических отталкиваний частиц. Фокусировка 
частиц зависит от их размера, а также от геометрии поперечного 
сечения и кривизны канала, по которому движется образец [217]. 
Такой подход фокусирования клеток благодаря его простоте, незави
си мости от внешних сил и отсутствию обжимающей жидкости 
хорошо подходит для высокопроизводительного анализа клеток в 
микро флюидных системах [179, 203]. Так, был разработан прибор, 



А.А.Гордеев, А.Б.Четверин202

Рис. 13. Схемы гидродинамического фокусирования с оптимизированной гео
мет рией потоков.
 А – Потоки жидкостей в микрофлюидном чипе с двухэтапным каскадным 
фоку сированием. Взято с изменениями из [215], с разрешения The Royal Society 
of Chemistry. 
 Б – Потоки жидкостей в микрофлюидном чипе с гидродинамическим вра ща
тель ным фокусированием. Слева – схема, справа – изображение работающего 
чипа, поток образца подкрашен красителем. Взято с изменениями из [208] на 
осно вании лицензии Creative Commons Attribution (CC BY 3.0).
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осуществляющий инерционную фокусировку клеток в 256 парал лель
ных микроканалах [218]. Однако этот метод требует, чтобы фоку си
руе мая частица занимала значительную часть поперечного сече ния 
канала, что необходимо учитывать при проектировании инер ционных 
мик роканалов [179].
 Также стоит сказать, что сегодня в микрофлюидных проточных 
цитомтерах часто используют акустическую фокусировку, поскольку 
она не требует разработки каналов для обжимающей жидкости [198, 
208, 219, 220].
 Еще одним применением микрофлюидики является инкапсуляция 
отдельных клеток в индивидуальных водных везикулах диаметром 
порядка десятков или сотен микрон (и объемом, соответственно, 
порядка фемто и нанолитров), изолированных друг от друга не 
сме ши вающейся с водой масляной фазой, и анализ таких везикул. 
Это нап равление получило название «капельная микрофлюидика» 
(drop let microfluidics) [201].
 В одной из первых работ по инкапсуляции одиночных клеток с 
помощью капельной микрофлюидики для создания везикул исполь
зовали Tобразное соединение капилляров: по одному из капил
ляров подавалась масляная фаза, а по второму, перпендикулярно 
упи раю щемуся в первый, – суспензия клеток. Во время генерации 
капли потоки масла и суспензии останавливали. Далее при помощи 
техно логии оптического захвата подводили интересующую клетку 
к границе раздела фаз воды и масла, после чего подавали небольшое 
избы точное давление в микрокапилляр с суспензией, в результате 
чего прилежащий к границе раздела фаз объем водной фазы вместе с 
клет кой выталкивался в масляную фазу, формируя микровезикулу, и 
далее подхватывался вновь включенным потоком масла [221]. Изза 
необ ходимости вручную направлять каждую клетку к границе раздела 
фаз этот прототип имел низкую пропускную способность. Чуть позже 
были разработаны микрофлюидные системы для инкапсуляции 
отдель ных клеток в липидных везикулах, окруженных непрерывной 
водной фазой [222] и в везикулах, содержащих расплавленную ага
розу, которая после охлаждения застывала, образуя агарозные мик
ро шарики [223]. Эти прототипы также имели низкую пропускную 
спо собность [201].
 Во многих современных микрофлюидных эмульсионных систе
мах смешивание масляной и водной фазы происходит непрерывно, 
без остановки потоков, что, конечно, повышает скорость образования 
везикул, но делает их заполнение клетками случайным. Поэтому, для 
того, чтобы везикулы преимущественно содержали не более одной 
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клетки, большинство везикул должны быть пустыми, а часть вези кул 
при этом все равно будет содержать по нескольку клеток. Так, если 
везикулы, содержащие клетки, будут составлять всего ~15 % от всех 
везикул, а остальные везикулы будут пустыми, то 10% заня тых клет
ками везикул будут содержать в себе две и более клеток [224]. Сущест
вует несколько подходов, позволяющих обойти это огра ни чение. 
Один из таких подходов основан на том, что везикулы, содер жащие 
клетки, крупнее, чем пустые везикулы. Подобрав нужную геомет
рию фокусировки потока везикул в масле, удается частично отде лить 
пус тые везикулы от содержащих клетки. Другой подход осно ван на 
пред варительном равномерном распределении клеток в капил ляре 
с водной фазой с помощью инерционного фокусирования. В этом 
случае, пространственно упорядочив клетки в подводящем к маслу 
потоке и синхронизировав их поступление с образованием вези кул, 
также удается повысить долю везикул, содержащих по одной клетке. 
Однако даже с применением таких подходов долю везикул, содер
жащих одну клетку, удается повысить максимум до 70–80 % [201].
 Поскольку клетка в эмульсии изолирована в ограниченном 
объеме микрокапли, молекулы, выводимые такой клеткой на кле
точ ную мембрану или в окружающее пространство, быстро дости
гают в замкнутом объеме детектируемых концентраций и могут 
быть надежно определены флуоресцентными методами, что поз
во ляет исследовать чрезвычайно низкие количества молекул био
мар керов [201, 225]. Впервые такой подход был опробован для 
иссле дования активности щелочной фосфатазы в клетках E. coli, 
когда клетки и субстрат инкапсулировали в везикулах, где в при
сут ст вии фосфатазы происходило расщепление субстрата, ведущее 
к появлению флуоресценции. В дальнейшем подобный подход 
исполь зовали для исследования активности других ферментов E.coli, 
акти вации рецепторов на поверхности эукариотических клеток при 
свя зывании с лигандами, исследования секретируемых клетками 
цито кинов, антител и др. [201, 205, 225].
 Исследования клеток в эмульсиях имеет ряд недостатков. Локаль
ное микроокружение в везикулах (уровень питательных веществ, 
газо обмена) существенно отличается от ситуации in vivo, поэтому 
в некоторых случаях этот подход не может обеспечить адекватную 
модель для исследований. При длительной работе с клетками в эмуль
сиях стоит учитывать риски, связанные с возможностью коалесценции 
(слияния) капель, истощения питательных веществ или накопления 
токсичных метаболитов [201, 225]. Кроме того, изза отсутствия 
системы калибровки современные методы не позволяют надежно 
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количественно оценить содержание анализируемых метаболитов, 
хотя это часто представляет интерес для исследователей [205]. Кроме 
того, как правило, скорость анализа везикул ниже скорости анализа 
кле ток при помощи обычной проточной цитометрии [225].
 В заключение стоит сказать, что общим недостатком всех мето дов 
скрининга клеток на основе одномерного формата является недос
та точная надежность и полнота идентификации клеток, присущая 
двумерному формату скрининга. Единожды измеренная, клетка не 
может быть проанализирована повторно. Исследователь получает 
набор спектральных данных, которые лишь косвенно указывают на 
тип анализируемой клетки, при этом теряется информация о многих 
мор фо логических особенностях клетки и её субклеточной структуре 
[226, 227]. Часть клеток во время анализа может слипаться, и это 
при ведет к искажению результатов. В редких случаях для получения 
более достоверных результатов часть образцов дополнительно про
ве ряют прямым микроскопическим наблюдением [228]. Поэтому 
актуаль ной является задача развития и внедрения методов скрининга 
клеток, совмещающих доступность, надежность идентификации и 
воз мож ность повторного анализа, присущие двумерному формату 
скри нинга, и скоростные характеристики, присущие проточной 
цитометрии.

IV. ТЕХНОЛОГИЯ СЛИТЫХ ГЕЛЕЙ
В заключение данного обзора рассмотрим подход, позволяющий 
сов мес тить доступность, надежность идентификации и возможность 
пов торного анализа клеток, присущие двумерному формату скри
нинга, и скоростные характеристики, присущие проточной цито
мет рии, а также достоинства 2D и 3Dкультивирования. Этот 
под ход основан на технологии слитых гелей [229–231], отно сится 
к двумерному формату презентации клеток и позволяет иммо би
лизовать как прокариотические, так и эукариотичесике клетки в 
геле, одновременно выстроив их в тонкий слой. Для этого суспен
зию клеток в гелеобразующем растворе (содержащем моно меры 
поли ак риламида (ПАА) или расплавленную агарозу), наносят на 
поверхность высушенного ПАА геля. Разбухая, сухой гель вытес
няет клетки и собирает их на своей поверхности (рис. 14А). Разбу
ха ние вытесняющего геля прекращается после формирования 
иммо билизующего геля, и клетки фиксируются в окружающем 
матриксе. Чем больше разбухает вытесняющий гель, тем сильнее кон
центрируются клетки, и тем ближе к поверхности слитого геля они 
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оказы ваются. С помощью такого подхода клетки E. coli, помещенные 
в лунку глубиной 400 мкм, удалось сконцентрировать более чем в 200 
раз, выстроив их в слой толщиной менее 2 мкм [230].
 В отличие от метода Фроста и агарозных подушек, слитые гели 
плотно упаковывают и прочно иммобилизуют клетки в моно слое так, 
что клетки сохраняют местоположение даже при интен сив ном про
мы вании геля в течение долгого времени. Надежная иммо би лизация 
всех клеток в слитом геле, а также то, что они находятся в одной 
плоскости, дают возможность присвоить каждой клетке уникальный 
двумерный адрес, по которому она впоследствии с легкостью может 
быть найдена. Иммобилизация позволяет легко воздействовать на 

Рис.14. Технология слитых гелей.
 A – Схема формирования слитого геля. Взято с изменениями из [230] с раз
ре шения John Wiley and Sons, Copyright (2011) Wiley. 
 Б – Скрининг клеток E. coli в слитом геле. Смесь GFPпродуцирующих и 
не продуцирующих клеток E. coli внедряли в слитый гель. Слева: изображение 
слоя клеток в режиме светлого поля, видны все клетки. В центре: изображение 
во флуоресцентном режиме того же поля, что и на изображении слева; видны 
только GFPпродуцирующие клетки, составляющие ~1% от исходной популяции. 
Справа: изображение во флуоресцентном режиме поля, содержащего одну из 
семи GFPпродуцирующих клеток, найденных среди 1,5×107 всех клеток моно
слоя. Взято с изменениями из [230] с разрешения John Wiley and Sons, Copyright 
(2011) Wiley.
 В – Влияние коллагена на рост эмбриональных фибробластов в слитом геле. 
Взято с изменениями из [231] с разрешения BioTechniques,© 2012.
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клетки, например, синхронизировать их деление [72], быстро изменяя 
состав среды, в которой они находятся, простым промыванием геля в 
подхо дящем растворе. Иммобилизация также дает возможность инди
ви дуально следить в режиме реального времени или путем наблю
дения через промежутки времени за многими клетками большой 
популяции, что может найти применение, например, в исследованиях 
внутриклеточной динамики [232].
 Помещая все клетки в гель на одинаковую глубину, технология 
слитых гелей обеспечивает для них одинаковые физикохимические 
условия, такие, как скорости газообмена, поступления питательных 
веществ и удаления продуктов обмена. Важно, что клетки иммо би ли
зованы в «мягких» условиях, без излишних механических и других 
небла го приятных воздействий, поэтому почти все клетки остаются 
живыми и способны размножаться в геле.
 Иммобилизация также дает возможность индивидуально следить в 
режиме реального времени или путем наблюдения через промежутки 
времени за многими клетками большой популяции, что может найти 
при менение, например, в исследованиях внутриклеточной динамики.
 Нужно также отметить, что в отличие от метода агарозных подушек, 
где делящиеся клетки формируют 2Dколонии, распластанные между 
подушкой и покровным стеклом, бактериальные клетки, иммо би ли зо
ванные в слитом геле, образуют компактные сфероидные микро ко ло
нии, напоминающие лилипутские бактериальные колонии, рас ту щие 
в маленьких пластинах Фроста.
 Микроколонии эукариотических клеток в слитом геле намного 
ком пактнее колоний, растущих в 2Dкультурах на поверхности 
плас тика, и имеют морфологию, характерную для 3Dкультур. 
Так же как и в традиционных 3Dкультурах, клетки погружены в 
мат рикс из агарозы, частично имитирующий окружение клеток in 
vivo. Кроме того, ПАА подложка, благодаря своим механическим 
свойствам (жесткость, упругость), также вносит свой вклад в имита
цию естественного окружения [157]. Однако в отличие от тради
цион ных 3Dкультур, здесь все исходные клетки и выросшие из них 
микроколонии погружены на одинаковую глубину, благодаря чему 
нахо дятся в одинаковых физикохимических условиях и доступны 
для одновременного наблюдения.
 Для большего соответствия требованиям конкретного типа клеток 
вместо агарозы для иммобилизации клеток можно использовать 
другие известные 3Dматриксы натурального или синтетического 
проис хождения [148–150, 233–236], либо в агарозу можно добавлять 
ком поненты внеклеточного матрикса для оптимального развития 
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клеток выбранного типа [158, 237–240]. Например, введение в состав 
агарозы коммерческого коллагена (смесь коллагенов I и III типа) спо
соб ствовало росту клеток фибробластов и влияло на морфологию их 
колоний (рис. 14В). При этом коллаген удерживался в геле за счет 
меха нического включения в агарозный матрикс без какойлибо кова
лент ной пришивки к нему [241].
 Высокая плотность клеток, возникающая при использовании 
слитых гелей, позволяет проводить высокопроизводительный скри
нинг клеток. Так всего несколько GFPпродуцирующих клеток, 
нахо дя щихся среди 1,5×107 прочих бактериальных либо 2×105 эука
рио тических клеток, были найдены за 30 мин при помощи вручную 
управляемого оператором (не автоматизированного) микроскопа 
(рис. 14Б). Таким образом, скорость скрининга составила около 8 000 
бакте риальных и 100 эукариотических клеток в секунду. В случае 
бак те рий достигнутая скорость ручного скрининга соответствует 
скорости автоматической проточной цитометрии (см. выше). Столь 
высо кая скорость скрининга в монослое достигается благодаря тому, 
что множество клеток двухмерного изображения поля зрения мик
рос копа доступно для анализа одновременно, в отличие от проточной 
цито метрии, когда клетки анализируются последовательно одна за 
другой.
 Хотя в случае эукариот достигнутая скорость скрининга ниже, чем 
при использовании проточной цитометрии, двумерный формат позво
ляет проводить анализ полученных изображений, тем самым повы
шая надежность детекции: каждую клетку можно отличить от других 
клеток и частиц неклеточного происхождения. Кроме того, поскольку 
каждая клетка имеет уникальный адрес в геле, заинтересовавшие 
клетки после быстрого первоначального скрининга могут быть легко 
повторно найдены и детально проанализированы. На данном этапе 
развития технологии сканирование геля проводят вручную, но этот 
процесс можно существенно ускорить и сделать более инфор ма
тивным, если автоматизировать метод. Можно было бы, напри мер, 
количественно обсчитать фенотипические характеристики каж дой 
клетки, определить их среднее значение, разброс, получить ана
логичные данные для интенсивности флуоресценции клеток и других 
интересующих параметров. Оборудование и программы для авто
ма тического сканирования и анализа двумерных клеточных чипов 
авто матизации уже разработаны и коммерчески доступны [242–244].
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V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, технология слитых гелей, технически основанная 
на двумерном формате презентации клеток, совмещает в себе преи
му щества одномерного и двумерного форматов скринига клеток и 
избавлена от их недостатков. Действительно, обеспечивая высокую 
скорость обследования клеток, присущую проточной цито метрии, 
слитые гели сочетают надежность визуализации, возмож ность 
повторного обследования, иммобилизацию клеток в «мяг ких» не 
травмирующих и при этом равных физикохимических усло виях, 
характерные для методов двумерного формата, а также имита цию 
клеточного микроокружения многоклеточного организма, прису щую 
3Dкультурам. Все это делает технологию слитых гелей высоко конку
рентоспособной и потенциально позволяет ей стать эффек тив ной 
альтернативой современным методам скрининга клеток.
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