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Актуальность. Исследование структурных 
особенностей и  функционального состояния 
клеток иммунной системы и  прежде всего 
лимфоцитов имеет большое значение как для 
фундаментальной, так и  для клинической ме-
дицины. Необходима разработка простых и на-
дежных методов анализа, позволяющих быстро 
и  эффективно оценивать активность клеток 
в реальном времени.
Цель  – оценить эффективность использова-
ния метода интерференционной микроско-
пии в  сравнении с  классическими методами 
(ДНК-спектрометрия, ДНК-цитометрия и  про-
точная цитофлюориметрия с  использованием 
интернализованной флюоресцентной метки 
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester)) при 
оценке индуцированной фитогемагглютини-
ном (ФГА) пролиферации лимфоцитов крови 
человека.
Материал и  методы. ФГА-индуцированную 
пролиферативную активность лимфоцитов 
крови 10  здоровых добровольцев оценивали 
с  использованием различных методических 
подходов. Бласт-трансформацию лимфоцитов 
вызывали их инкубацией в  течение 5  суток 
в присутствии 5 мкг/мл ФГА. Пролиферативную 
активность клеток оценивали 1) методом ДНК-
метрии  – в  специализированном планшете 
Tecan NanoQuant PlateTM путем измерения оп-
тической плотности, на планшет-ридере Infinite 
200 Pro; 2) методом цитофотометрии с последу-
ющим анализом распределения клеток по со-
держанию дезоксирибонуклеиновой кислоты 

(ДНК) после окраски красителем Фельгена с по-
мощью системы визуализации на базе свето-
вого микроскопа Olympus BX41, видеокамеры 
ProgRes CF; 3) методом проточной цитометрии 
с  использованием интернализованной флюо-
ресцентной метки CFSE, анализ проводили на 
проточном цитометре BD FACS Calibur; 4) изме-
рением параметров интерференционного про-
филя лимфоцитов при помощи модуляционно-
го интерференционного микроскопа МИМ-340 
(«Швабе», Россия). В  качестве критерия оцен-
ки функционального состояния лимфоцитов 
определяли функциональную активность ядра 
(англ. functional activity of the nucleus, FAN).
Результаты. Инкубация лимфоцитов с  ФГА 
приводила к  увеличению линейного размера 
клеток на 22,2 ± 2,8%  мкм, уменьшению фазо-
вой высоты на 46,3 ± 4,7%  нм ( p = 0,019) и  уве-
личению FAN на 75,9 ± 9,4% по сравнению с кон-
тролем (p = 0,046). По данным спектроскопии 
выделенной ДНК, стимуляция лимфоцитов ФГА 
сопровождалась увеличением количества ДНК 
на 55% по сравнению с исходным значением (до 
409,8 ± 22,3 против 264,3 ± 25,0 нг/мкл, p = 0,049). 
Реакция Фельгена выявила, что в контрольной 
выборке ядра, содержащие ДНК в  количестве, 
превышающем 2n, составляют 2%, а в выборке 
активированных ФГА лимфоцитов – 14,8% с раз-
ницей между группами 12,8%. Окраска лимфо-
цитов CFSE с последующей инкубацией проточ-
ной цитофлюориметрией культивированных 
клеток показала повышение процента проли-
ферирующих клеток с 1,68 ± 0,9% в контроле до 

55,56 ± 5,6%  (p = 0,00068) под влиянием мито-
гена.
Заключение. По сравнению с  классически-
ми методами оценки активности лимфоцитов 
метод модуляционной интерференционной 
микроскопии не требует пробоподготовки, 
показывает сопоставимую и  даже большую 
эффективность, при этом позволяет изучать 
функциональное состояние лимфоцитов в  ре-
альном времени в динамике культивирования. 
Это открывает широкие возможности для оцен-
ки клеток иммунной системы в исследователь-
ских и диагностических целях.
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Исследование структурных особен-
ностей и  функционального состоя-
ния клеток иммунной системы имеет 
большое значение как для фундамен-

тальной, так и для клинической медицины. В на-
стоящее время разработан и  клинически вали-
дирован ряд методов оценки иммунного статуса, 
основанных на анализе популяционного и субпо-
пуляционного состава лимфоцитов перифери-
ческой крови пациентов с  помощью проточной 
цитофлюориметрии, а также на определении со-
держания различных молекул иммунной систе-
мы в  биопробах методами иммуноферментного 
анализа. При этом методы оценки клеточных им-
мунных реакций in vitro применяют в рутинной 
диагностике гораздо реже прежде всего из-за тех-
нической сложности, длительной пробоподго-
товки, отсутствия стандартизации и, вследствие 
этого, довольно значительной вариабельности 
результатов.

В этой связи остается актуальным поиск бы-
стрых, простых, поддающихся стандартизации 
инструментов анализа для практического ис-
пользования в  клеточной иммунологии [1–3]. 
Перспективными в  этом плане представляются 
методы, базирующиеся на применении техно-
логий лазерной интерференционной микроско-
пии, поскольку с  их помощью можно за корот-
кий промежуток времени оценивать фазовые 
характеристики лимфоцитов [4–7]. Данный вид 
лазерной микроскопии, совмещая возможности 
оптической и  электронной микроскопии, по-
зволяет работать с  биологическими объектами 
в режиме реального времени. Применение моду-
ляционной интерференционной микроскопии 
дает ряд преимуществ для медико-биологиче-
ских исследований, обеспечивая возможность 
количественной и  качественной оценки функ-
циональной морфологии нативных клеток, не-
инвазивного исследования состояния биологи-
ческих микрообъектов, мониторинга динамики 
внутриклеточных процессов, при этом не требу-
ет фиксации, окрашивания и  других процедур 
пробоподготовки [8, 9].

Благодаря появлению отечественных лазер-
ных интерференционных микроскопов коли-
чество научных публикаций c описанием изме-
нения фазовых параметров клеток крови при 
различной патологии растет. Однако при анализе 
литературы нами не были найдены данные срав-
нения эффективности метода модуляционной 
интерференционной микроскопии и  классиче-
ских методов оценки пролиферативной активно-
сти лимфоцитов in vitro.

Цель работы  – оценить эффективность ис-
пользования метода интерференционной микро-
скопии в  сравнении с  классическими методами 
(ДНК-спектрометрия, ДНК-цитометрия и  про-
точная цитофлюориметрия с  использованием 
интернализованной флюоресцентной метки 
CFSE) при оценке индуцированной фитогемаг-
глютинином (ФГА) пролиферации лимфоцитов 
крови человека.

Материал и методы
Была проведена оценка ФГА-индуцированной 
пролиферативной активности лимфоцитов с ис-
пользованием различных методических подхо-
дов.

Постановка реакции бласт-трансформации 
лимфоцитов. Лимфоциты (мононуклеарные лей-
коциты крови) выделяли из гепаринизированной 
венозной крови 10  взрослых здоровых добро-
вольцев методом градиентного центрифугиро-
вания, используя раствор фиколла с плотностью 
1,077  г/см3 («ПанЭко», Россия). Подсчет клеток 
и оценку жизнеспособности проводили в камере 
Горяева с окраской 0,1% трипановым синим, пока-
затель жизнеспособности > 90% считали удовлет-
ворительным. Затем лимфоциты инкубировали 
с ФГА производства “Sigma-Aldrich” (США) в кон-
центрации 5  мкг/мл в  течение 5  суток в  полной 
питательной среде RPMI-1640 с  L-глутамином, 
стрептомицином, hepes 20  мг/мл, 10%  эмбри-
ональной телячьей сывороткой («ПанЭко», 
Россия) при 37  °С и  5%  СО2. Посевная доза  – 
800 тыс/400 мкл. В качестве контроля использо-
вали лимфоциты, инкубированные в полной пи-
тательной среде RPMI-1640 без добавления ФГА.

Измерение параметров интерференционного 
профиля лимфоцитов при помощи модуляцион-
ного интерференционного микроскопа МИМ-340 
(«Швабе», Россия). В основе метода лежит принцип 
измерения локальных фаз промодулированной 
объектом световой волны. Источник света  – ге-
лий-неоновый лазер с длиной волны 633 нм, уве-
личение в  канале регистрации 500×. Суспензию 
лимфоцитов после активации помещали на зер-
кальное стекло, покрывали покровным стеклом, 
затем определяли параметры интерференцион-
ного профиля. Проводили измерение 50–100 ис-
следуемых клеток. В  качестве критерия оценки 
функционального состояния лимфоцитов опре-
деляли функциональную активность ядра (англ. 
functional activity of the nucleus, FAN) как вели-
чину, обратно пропорциональную фазовой вы-
соте (англ. phase thickness, PT) каждой клетки 
в выборке, характеризующую конформационное 
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состояние нуклеолярных белков и  степень 
деконденсации хроматина по формуле:  
FAN = (3 × n3 + 2 × n2 + n1 + 0 × n0) / n, где n3  – ко-
личество клеток с  PТ ≤ 150  нм; n2  – с  PТ > 150, 
но ≤ 200  нм; n1  – с  PT > 2, но ≤ 250  нм; n  – число 
клеток в выборке [10].

Применяли следующие методы ДНК-метрии.
Спектрофотометрия ДНК. Выделение дезок-

сирибонуклеиновой кислоты (ДНК) из суспензии 
лимфоцитов после инкубации выполняли с  ис-
пользованием набора ДНК-Экспресс Кровь (ООО 
«Литех», Россия). Далее 2  мкл раствора выделен-
ной ДНК переносили в  лунки специализирован-
ного планшета Tecan NanoQuant Plate и измеряли 

оптическую плотность при длине волны 260 нм на 
планшет-ридере Infinite 200 Pro с использованием 
программного обеспечения Tecan i-control, полу-
чая на выходе значение концентрации ДНК нг/мкл.

Реакция Фельгена – цитофотометрия с анали-
зом распределения клеток по содержанию ДНК 
после окраски красителем Фельгена. Реакция ос-
нована на свойстве реактива Шиффа (фуксинсер-
нистая кислота) взаимодействовать с  альдегид-
ными группами молекулы ДНК, предварительно 
подвергшейся гидролизу соляной кислотой [11]. 
Дальнейшую денситометрию ядер проводили 
при увеличении ×100 с  помощью системы визу-
ализации на базе светового микроскопа Olympus 
BX41, видеокамеры ProgRes CF с  использовани-
ем программы «Морфология  5.2» («ВидеоТесТ», 
Санкт-Петербург, Россия).

Метод проточной цитометрии с  исполь-
зованием интернализованной флюоресцент-
ной метки CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl 
ester). Окрашивание лимфоцитов CFSE (“Sigma”, 
Германия) перед инкубацией проводили, исполь-
зуя концентрацию 2,5 мкг/мл в диметилсульфок-
сиде. Анализ выполняли на проточном цитоме-
тре BD FACS Calibur с помощью программы Cell 
Quest Pro.

Полученные данные статистически обраба-
тывали с  использованием пакета Statistica  6.0 
(StatSoft, США). Данные представляли как сред-
нее и  стандартное отклонение. Для оценки ко-
личественных переменных использовали расчет 
U-критерия Манна – Уитни. Различия при p ≤ 0,05 
считали статистически значимыми.

Результаты
Метод модуляционной интерференционной 
микроскопии
На топограммах контрольных лимфоцитов чет-
ко выявлялись ядро, ядрышко с  однородной, 
близкой к  кольцевой, структурой и  цитоплазма 
(рис. 1, IIA). Фазовая высота любой мононуклеар-
ной клетки зависит в первую очередь от степени 
упаковки хроматина в ядре и активности процес-
сов белкового синтеза. Таким образом, фазовая 
высота  – объективный количественный пара-
метр, отражающий степень активации лимфоци-
тов и позволяющий регистрировать процесс в са-
мой ранней фазе. Максимальная фазовая высота 
у контрольных лимфоцитов достигала 242 нм при 
среднем диаметре 9 ± 0,1 мкм (рис. 1, IIБ).

Активация ФГА приводила к  изменениям 
интерференционного профиля лимфоцитов: 
фазовая высота снижалась минимально до 130–
135 нм, а диаметр увеличивался до 11,0 ± 0,5 мкм 

Рис. 1. Топограмма (А) и фазово-интерференционный профиль (Б) лимфоцита. I – индукция 
фитогемагглютинином в течение 5 суток, II – контроль; d – диаметр клетки, h – фазовая 
высота
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(рис. 1, IБ). При этом для топограмм активирован-
ных лимфоцитов (рис. 1, IА) было характерно уве-
личение диаметра ядрышек и изменение их струк-
туры. Эти изменения можно объяснить данными 
по электронной микроскопии лимфоцитов, полу-
ченными в  работе [7], которые указывают на то, 
что при активации клетки в ядре происходит пе-
рераспределение гетерохроматина к  периферии, 
заметное снижение его электронной плотности, 
а в ядрышке идентифицируются множественные 
фибриллярные центры, окруженные плотным 
фибриллярным и гранулярным компонентом.

Показатель FAN в  группе контроля соста-
вил 1,53 ± 0,02, в  опытной группе  – 2,05 ± 0,05. 
Инкубация лимфоцитов с  ФГА приводила 
к  увеличению линейного размера клеток на 
22,2 ± 2,8%  мкм, уменьшению фазовой высоты 
на 46,3 ± 4,7% нм (p = 0,019) и увеличению FAN на 
75,9 ± 9,4%  по сравнению с  контролем (p = 0,046), 
что свидетельствует о  более предпочтительном 
использовании показателя FAN для оценки ФГА-
индуцированной пролиферации лимфоцитов.

Методы ДНК-метрии
Измерение выделенной ДНК. На рис. 2 пред-
ставлены репрезентативные результаты изме-
нения содержания ДНК в  лимфоцитах в  от-
вет на действие митогена ФГА. При анализе 
выборки были получены следующие данные, 
отражающие пролиферативную активность кле-
ток: стимуляция лимфоцитов ФГА сопровожда-
лась увеличением количества ДНК на 55%  – до 
409,8 ± 22,3 нг/мкл по сравнению с исходным зна-
чением 264,3 ± 25,0 нг/мкл (p = 0,049).

Реакция Фельгена. На рис. 3 отражены репре-
зентативные результаты денситометрии ядер 
лимфоцитов, окрашенных по Фельгену, после ак-
тивации ФГА.

При анализе контрольной выборки было по-
лучено унимодальное распределение, для акти-
вированных ФГА лимфоцитов было характерно 
бимодальное распределение. Обращает на себя 
внимание тот факт, что моды в  зоне диплоид-
ных клеток не совпадают, мода выборки акти-
вированных лимфоцитов смещена относитель-
но контрольных показателей вправо, в сторону 
больших значений. По-видимому, это проис-
ходит вследствие разницы скорости гидролиза 
ДНК в плотных и очень рыхлых ядрах [12]. Это 
не мешает сравнению выборок в  тех случаях, 
когда распределения в  зоне диплоидных и  те-
траплоидных ядер не накладываются частич-
но друг на друга, но затрудняет анализ при их 
перекрытии. В  контрольной выборке ядра, со-
держащие ДНК в количестве, превышающем 2n 
(более 150 усл. ед.), составляют 2%, а в выборке 

Рис. 3. 
Репрезентативная 
гистограмма 
распределения 
ядер лимфоцитов по 
оптической плотности. 
Окраска по Фельгену. 
А – реакция бласт-
трансформации 
лимфоцитов 
с фитогемаг-
глютинином (ФГА, 
5 мкг/мл, 5 суток). 
14,8% ядер 
с содержанием ДНК 
более 150 усл. ед.; 
Б – контроль: среда 
без ФГА. 2% ядер 
с содержанием ДНК 
более 150 усл. ед.
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Рис. 4. Репрезентативные гистограммы распределения лимфоцитов по параметрам 
рассеяния и по интенсивности флюоресценции CFSE. А – контрольные лимфоциты, 
Б – фитогемагглютинин (ФГА)-индуцированные. R1 – гейт стандартной по параметрам 
светорассеяния области лимфоцитов, R2 – гейт по области всех лимфоцитов, включая ФГА-
активированные

AA ББ
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активированных ФГА лимфоцитов  – 14,8%. 
Разница между группами – 12,8%. При этом рас-
пределения диплоидных и тетраплоидных ядер 
не перекрываются, что делает возможным срав-
нение их количества. Результаты денситометрии 
ядер лимфоцитов, окрашенных по Фельгену, по-
зволили оценить степень ФГА-индуцированной 
активации лимфоцитов, однако для проведения 
полноценного статистического анализа требо-
вались измерения в  нескольких сотнях ядер, 
что достаточно трудозатратно и неэффективно.

Проточная цитометрия с  использованием 
CFSE. CFSE представляет собой интернализуе-
мую флюоресцентную метку, способную пассив-
но проникать внутрь клетки. Конъюгат красите-
ля с белками, который формируется в меченых 
клетках, сохраняется этими клетками в течение 
всего развития, а также во время мейоза. Метка 
равномерно передается дочерним клеткам по-
сле клеточного деления и  никогда не передает-
ся соседним клеткам в  культуре. При делении 
концентрация метки в  дочерних клетках сни-
жается ровно в  2  раза, и  интенсивность флюо-
ресценции, соответственно, тоже, что прояв-
ляется дискретным снижением интенсивности 
флюоресценции первого канала при анализе на 
проточном цитофлюориметре. К важным досто-
инствам CFSE следует отнести высокую интен-
сивность флюоресценции красителя на одну мо-
лекулу, устойчивость и способность равномерно 
распределяться в  цитоплазме дочерних клеток 
при делении [13, 14].

На характерной для спонтанной пролифе-
рации лимфоцитов гистограмме А  (контроль), 
представленной на рис. 4, показано, что практи-
чески все лимфоциты (99,1%) характеризуются 
исходной максимальной интенсивностью све-
чения в  первом пике, в  течение 5  суток выявле-
на лишь одна генерация (0,8%  лимфоцитов). На 
рис. 4Б выявляется облако стимулированных 
ФГА лимфоцитов с высокими показателями пря-
мого и бокового светорассеяния, а на гистограм-
ме по первому каналу флюоресценции (соответ-
ствует CFSE) присутствуют 6 дискретных пиков, 

отражающих 5 циклов деления активированных 
клеток.

В целом при использовании прединкуба-
ционной окраски лимфоцитов CFSE с  последу-
ющей проточной цитофлюориметрией куль-
тивированных клеток установлено, что без 
стимуляции ФГА в  среднем пролиферировали 
лишь 1,68 ± 0,9% лимфоцитов, а при митогенной 
стимуляции процент поделившихся клеток со-
ставил 55,56 ± 5,6% (p = 0,00068) (таблица).

Обсуждение
Наши исследования подтвердили возможность 
использования метода интерференционной ми-
кроскопии для изучения активности лимфоци-
тов. Данные, полученные разными лаборатори-
ями, совпадают [10]. Среди преимуществ метода 
следует выделить отсутствие специальной про-
боподготовки, быструю оценку исследуемого об-
разца, а также изучение нативных образцов в ре-
альном времени с  возможностью дальнейших 
манипуляций и наблюдением в динамике воздей-
ствия.

Проведенный анализ различных методиче-
ских подходов для оценки ФГА-индуцированной 
активации лимфоцитов показал, что наиболее 
эффективными, хорошо воспроизводимыми 
и максимально автоматизированными являются 
методы проточной цитометрии с  использовани-
ем флюоресцентных красителей, позволяющие 
оценивать пролиферационный потенциал кле-
ток. Микроспектрофотометрия выделенной ДНК 
дает приемлемый результат, но воспроизводи-
мость метода зависит от чистоты выделения ДНК 
(примеси белка и  РНК влияют на показатели). 
Цитофотометрия с  помощью реакции Фельгена 
дает значительно более низкую повторяемость, 
позволяет в  большей степени проводить каче-
ственную оценку, но остается трудозатратным 
и длительным методом оценки пролиферативной 
активности. При этом данные методы не подхо-
дят для оценки лимфоцитов в динамике наблю-
дения, так как после пробоподготовки и анализа 
клетки становятся нежизнеспособными.

Интенсивность флюоресценции CFSE в лимфоцитах по пикам, отражающим генерации клеток, %

Лимфоциты 1-й пик (максимальная 
флюоресценция)

2-й пик 3-й пик 4-й пик 5-й пик 6-й пик (минимальная 
флюоресценция)

Контроль 98,5 ± 1,9 1,68 ± 0,9 – – – –

ФГА+ 36,9 ± 4,8 11,2 ± 1,9 15,3 ± 1,2 18,1 ± 2,0 8,3 ± 0,5 1,6 ± 0,4

ФГА+ – индукция фитогемагглютинином

Данные представлены в виде среднего и стандартного отклонения (M ± SD)
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Заключение
По сравнению с  классическими методами оцен-
ки активности лимфоцитов метод модуляци-
онной интерференционной микроскопии не 
требует пробоподготовки, показывает сопоста-
вимую и даже большую эффективность, при этом 

позволяет изучать функциональное состояние 
лимфоцитов в  реальном времени в  динамике 
культивирования. Это открывает широкие воз-
можности для оценки клеток иммунной системы 
как в исследовательских, так и в диагностических 
целях. 
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Rationale: The study of the structural particulars 
and functional state of immune cells and primar-
ily lymphocytes is of great importance for both 
fundamental and clinical medicine. It requires 
the development of simple and reliable analytic 
methods that would allow for fast and effective 
real-time assessment of cell activity.
Aim: To evaluate the effectiveness of the inter-
ference microscopy compared to DNA spectrom-
etry, DNA cytometry, and flow cytometry with an 
internalized fluorescent label CFSE (carboxyflu-
orescein succinimidyl ester) in the assessment of 
PHA-induced proliferation of human blood lym-
phocytes.
Materials and methods: Phytohemagglutinin 
(PHA)-induced proliferative activity of blood lym-
phocytes from 10  healthy volunteers was stud-
ied with various methodological strategies. Blast 
transformation of lymphocytes was induced by 
their incubation for 5 days with PHA 5 μg/mL. The 
cell proliferative activity was assessed as follows: 
1) by DNA spectrometry at 260/280 nm using Tecan 
Infinite 200  Pro with a  specialized NanoQuant 
Plate™; 2)  by cytophotometry followed by cell 
distribution analysis assessing deoxyribonucleic 
acid (DNA) content after staining with Felgen's 
dye with an imaging system based on an Olympus 
BX41 light microscope with a ProgRes CF camera; 
3) by flow cytometry using an internalized fluores-
cent label CFSE; the analysis was performed with 
a BD FACS Calibur flow cytometer; 4) by measure-
ment of the lymphocyte interference profile with 
a  modulation interference microscope MIM-340 
(Schwabe, Russia). The functional activity of the 
nucleus (FAN) was determined and used as a crite-
rion for assessment of the lymphocyte functional 
state.
Results: Incubation of lymphocytes with PHA 
led to an increase in the linear size by 22.2 ± 2.8%, 
a  decrease in phase height by 46.3 ± 4.7% 
(p = 0.019), and an increase in FAN by 75.9 ± 9.4%, 

vs control (p = 0.046). As measured by isolated DNA 
spectroscopy, PHA stimulation of lymphocytes 
was associated with an increase in the amount 
of DNA by  55% vs baseline (409.8 ± 22.3  ng/μL 
and 264.3 ± 25.0  ng/μL, respectively, p = 0.049). 
Felgen's reaction revealed that the proportion of 
nuclei containing more than 2n DNA was 2% in the 
control cells and 14.8% in the PHA-activated lym-
phocytes, with a  difference between the groups 
of 12.8%. CFSE staining with subsequent incu-
bation and assessment by flow cytofluorimetry 
demonstrated an increase in the percentage of 
proliferating cells from 1.68 ± 0.9% in the control 
to 55.56 ± 5.6% (p = 0.00068) in the mitogen-stim-
ulated sample.
Conclusion: Modulation interference microsco-
py does not require the sample preparation and 
demonstrated comparable and even higher effec-
tiveness compared to conventional methods for 
assessment of lymphocyte activity. At the same 
time, it allows for evaluation of the lymphocyte 
functional state in real time in the process of cul-
tivation. This opens ample opportunities for eval-
uation immune cells for research and diagnostic 
purposes.

Key words: lymphocytes, proliferation, modula-
tion interference microscopy, flow cytofluorimetry, 
DNA cytophotometry, DNA spectrophotometry
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