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Фагоцитоз  – важнейшая функция врождённого иммунитета человека и животных. Снижение 
способности к фагоцитозу связано со многими заболеваниями и старением иммунной системы. 
Определение фагоцитарной динамики клеток требует количественной оценки бактерий внутри 
и снаружи фагоцита. Хотя проточная цитометрия является наиболее распространённым методом 
оценки фагоцитоза, её использование не предполагает визуализации и прямой количественной 
оценки пространственной локализации бактерий. В данном исследовании применяли методы 
проточной цитометрии (сортировки) и конфокальной микроскопии в сочетании с «двухцвет-
ной» маркировкой бактерий Escherichia coli, которые использовали как объект фагоцитоза.  
Для обеспечения высокой производительности количественного и пространственного распозна-
вания двухцветных E. coli, ассоциированных с фагоцитами, также применяли проточную цито-
метрию с визуализацией в потоке. На основании полученных данных было сделано предположе-
ние о важной роли удержания патогенов на поверхности миелоидных и лимфоидных клеток без 
последующей интернализации. Разработанный метод бактериальной конъюгации существен-
но повысил точность количественной и пространственной оценки фагоцитоза и может быть 
рекомендован в качестве вспомогательного подхода при использовании проточных цитометров 
с визуализацией для анализа фагоцитоза в цельной крови.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фагоцитоз, E. coli, проточная цитометрия, конфокальная микроскопия, Amnis, 
лейкоциты человека.

DOI: 10.31857/S0320972524050126 EDN: YNTLXM

Принятые сокращения: AF405 – флуорохром Alexa Fluor 405; Dim – клетки, интенсивность которых не более 
чем на декаду выше, чем у DN; DN – двойная негативная популяция: клетки, интенсивность флуоресценции 
которых находится на уровне автофлуоресценции неокрашенных клеток; DP – двойная позитивная популяция 
по FITC и AF405; FITC – флуорохром флуоресцеин-5-изотиоцианат; Mid – клетки с умеренной интенсивностью 
флуоресценции (в пределах декады выше, чем у Dim); PBS – фосфатный буферный солевой раствор.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Фагоцитоз широко представлен среди живот-
ных, начиная от простейших и заканчивая мно-
гоклеточными организмами. Фагоцитирующие 
клетки млекопитающих  – моноциты и макро- 

фаги, нейтрофилы, дендритные клетки – предста-
вители врождённого иммунитета, первая линия 
защиты против разнообразных патогенов, попа-
дающих в организм из окружающей среды и спо-
собных вызвать инфекцию. Фагоцитоз также обес-
печивает элиминацию апоптотических клеток.  
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Таким образом, фагоцитоз является необходимым 
процессом поддержания гомеостаза у многокле-
точных животных [1]. Снижение способности кле-
ток к фагоцитозу связано с рядом заболеваний, в 
том числе с иммунодефицитными состояниями 
при инфекционных заболеваниях. Например, 
снижение фагоцитарной активности обнаружи-
вается при пародонтозе [2], синдроме бактериаль-
ной колонизации нижних дыхательных путей [3] 
и других состояниях, приводящих к опасным пато-
логиям [4, 5].

При вторжении в организм чужеродного аген-
та «профессиональные» фагоциты распознают его 
молекулярные паттерны разнообразными толл-
подобными рецепторами (TLRs, toll-like receptors), 
находящимися на поверхности фагоцитов. TLRs 
распознают, например, компоненты клеточной 
стенки бактерий, а Fc-рецепторы распознают анти-
тела, опсонизирующие патогены  [6]. Инициация 
воспаления через альтернативные механизмы 
также в первую очередь активирует фагоцитоз. 
Фагоцитоз  – незаменимый, базовый механизм, 
способствующий элиминации патогена или по-
давлению его распространения. Именно поэтому 
многие инфекции эволюционно отобрали пути 
блокировки фагоцитоза как основные механизмы 
защиты от иммунитета хозяина [7, 8]. Блокировка 
фагоцитоза является также одним из основных 
механизмов ухода опухолей от иммунного распо-
знавания и удаления [9].

Фагоцитоз является важным звеном между 
врождённым и адаптивным иммунитетом: фаго-
цитоз патогенов может оканчиваться представле-
нием коротких пептидных последовательностей 
чужеродного микроорганизма после процессинга 
антигенов на поверхности фагоцитов в контексте 
комплекса гистосовместимости класса II (MHC II), 
что инициирует пролиферацию Т-лимфоцитов, 
запуская адаптивный иммунный ответ [10].

Оценка фагоцитарной активности  – исклю-
чительно важная диагностическая методика, по
зволяющая предупреждать патологии иммуни-
тета, исследовать механизмы развития опасных 
заболеваний, а также тестировать лекарственные 
препараты на модуляцию фагоцитоза. Оценку фа-
гоцитарной активности лейкоцитов стандартно 
проводят с помощью специальных фагоцитарных 
тестов  [11,  12]. Существует множество вариаций 
этого анализа с использованием различных объ-
ектов для фагоцитоза, одним из которых является 
кишечная палочка Escherichia coli. В состав клеточ-
ной стенки этих бактерий входит липополисаха-
рид (ЛПС), который распознаётся TLR4 на поверх-
ности фагоцита. Фагоцитарная активность может 
быть оценена как у суспензионной фракции кле-
ток крови, так и у адгезивной (на пластике или 
клеточном матриксе), при этом адгезия не явля-

ется необходимым условием для осуществления 
фагоцитоза нейтрофилами [13].

Фагоцитарная активность лейкоцитов у людей 
с возрастом снижается [14]. Снижение фагоцитар-
ной активности рассматривают вкупе с другими 
изменениями, такими как уменьшение количе-
ства наивных T- и B-клеток, повышение продук-
ции противовоспалительных цитокинов, сниже-
ние секреции специфических антител. Возрастное 
снижение фагоцитоза сопровождается смещением 
пропорции «миелоидные клетки  :  лимфоидные 
клетки» в сторону миелоидных клеток, к которым 
в том числе относятся и фагоциты. Все эти изме-
нения связывают с так называемым «старением 
иммунной системы» [15]. Стимуляция миелопоэза 
с возрастом, по-видимому, является адаптацией 
организма к потере фагоцитарной функции, и по-
этому для точной оценки возрастных изменений 
необходима разработка количественных методов 
анализа фагоцитоза на уровне отдельных клеток.

Важным количественным параметром фаго-
цитоза является фагоцитарное число – количество 
бактерий, интернализованных одним фагоцитом 
за время проведения эксперимента. Являясь инте-
гральным показателем, он, однако, не учитывает 
пространственное положение бактерии относи-
тельно клеточной мембраны фагоцита, теряя та-
ким образом сведения о кинетике интернализации 
и завышая показатели фагоцитоза. Для рутинной 
оценки фагоцитарного числа необходимы высоко-
производительные методы, обеспечивающие под-
счёт адгезированных на поверхности и интерна-
лизованных, т.е. фагоцитированных бактерий, что 
позволит более точно оценивать фагоцитарную 
активность и учитывать кинетику процесса.

Применяемая для оценки фагоцитарного чис-
ла микроскопия времязатратна и значительно 
подвержена влиянию человеческого фактора, 
что накладывает ограничение как на произво-
дительность метода, воспроизводимость, так и 
статистическую достоверность результатов. Про-
точная цитометрия  – высокопроизводительный 
и один из наиболее простых и доступных мето-
дов оценки данных фагоцитарного теста, однако 
его применение не подразумевает визуализацию 
данных, что затрудняет количественный анализ 
пространственного положения бактерий в клетке. 
В  настоящей работе представлена разработанная 
методика, позволяющая оценить фагоцитарное 
число c одновременной количественной оценкой 
адгезированных на поверхности и интернализо-
ванных фагоцитами бактерий (на примере E. coli) 
с использованием проточной цитометрии.

Разработанный в этом исследовании метод 
подразумевает использование фиксированных 
(убитых) бактерий E.  coli, конъюгированных с 
флуорохромом FITC (флуоресцеин-5-изотиоцианат) 
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и биотином. После инкубации этих бактерий с об-
разцом периферической крови человека оставшие-
ся снаружи (адгезированные) бактерии выявля-
ются дополнительной окраской стрептавидином, 
конъюгированным с флуорохромом AF405 (Alexa 
Fluor 405). Стрептавидин специфично связывает-
ся с биотином на бактериях, не проникая внутрь 
фагоцитов благодаря целостности их мембраны. 
Интернализованные бактерии флуоресцируют в 
канале FITC, но не AF405, тогда как адгезированные 
на поверхности бактерии флуоресцируют в обоих 
каналах. Следовательно, сопоставление вариантов 
мечения позволяет определить местоположение 
каждой бактерии (внутри или на поверхности 
фагоцита). На проточном цитометре флуоресцент-
ный сигнал оценивается интегрально для каждой 
клетки. По интенсивности флуоресценции можно 
выделить несколько субпопуляций фагоцитов, что 
на начальном этапе исследования позволило пред-
положить наличие фагоцитов с разным числом 
бактерий в разных субпопуляциях.

Мы совместили данные, полученные с помо-
щью проточной цитометрии и сортировки клеток, 
с данными конфокальной микроскопии для коли-
чественной оценки фагоцитированных бактерий, 
валидировав таким образом использование про-
точной цитометрии в рутинных исследованиях 
без визуализации.

Помимо количественного анализа с помо-
щью трудоёмкого совмещения сортировки мето-
дом проточной цитометрии и количественной 
визуальной оценки конфокальной микроскопией, 
образцы были протестированы с помощью проточ-
ного цитометра с визуализацией Amnis Flowsight. 
Данный цитометр позволяет получать фотографии 
каждой частицы в потоке и с высокой скоростью 
анализировать пространственное расположение 
бактерий в клетке. Разработанный в данном ис-
следовании метод фагоцитоза с двойным окраши-
ванием бактерий значительно повышает точность 
анализа на современных проточных цитометрах 
с визуализаций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление бактерий, конъюгирован-
ных с FITC и биотином. В 20 мл ночной культуры 
E. coli штамма DH5a, выращенной из отдельной 
колонии в среде LB, добавляли стерильный гли-
церин до концентрации 10% и замораживали при 
−20 °С в аликвотах по 50 мкл. За день до экспери-
мента 50 мкл маточной суспензии E. coli в 10%-ном 
глицерине помещали в 10 мл среды LB и наращи-
вали в течение ночи. Оптическую плотность сус-
пензии определяли на спектрофотометре Multiskan 
SkyHigh Microplate Spectrophotometer («Thermo 

Fisher Scientific», США) по абсорбции на 540  нм. 
Разводили средой LB до оптической плотности 0,6, 
что по заранее отработанной калибровочной кри-
вой соответствовало концентрации 1,29 × 1010 бак-
терий в миллилитре. Далее 500 мкл этой суспен-
зии центрифугировали 1  мин при 2350 g. Осадок 
ресуспендировали в 250  мкл фиксатора (10%-ный 
нейтральный забуференный формалин, ООО «Ком-
пания Элемент», Россия, предварительно разбав-
ленный в 2  раза фосфатным буферным солевым 
раствором (PBS)) и инкубировали 30 мин при ком-
натной температуре на ротационном перемешива-
теле (10 об./мин). Отмывку от фиксатора проводили 
в трёх сменах по 500 мкл PBS, осаждая центрифу-
гированием 2 мин при 2350 g. После последнего 
центрифугирования осадок ресуспендировали в 
250 мкл PBS, добавляли 250 мкл боратного буфера 
(50 мМ, pH 9,0) и метили FAM изотиоцианатом 
(FITC) («Lumiprobe», Россия) согласно инструкции 
производителя. Для этого сухой FITC растворяли 
в концентрации 20 мг/мл в диметилсульфоксиде, 
аликвотировали по 10 мкл и хранили при −80 °С. 
К  500  мкл суспензии бактерий добавляли 1 мкл 
приготовленного раствора FITC и немедленно ин-
тенсивно перемешивали на вортексе, далее инку-
бировали 16 часов в темноте при 37 °С при посто-
янном перемешивании в термошейкере Biosan 
TS-100 («BioSan», Латвия) при 400 об./мин. По окон-
чании инкубации бактерии отмывали в трёх сме-
нах по 500 мкл PBS, осаждая центрифугированием 
2 мин при 2350 g. После последнего центрифуги-
рования осадок ресуспендировали в 200 мкл PBS 
и хранили при 4 °С не более 24  часов до исполь-
зования. Эффективность конъюгации оценивали 
на проточном цитометре BD LSRFortessa («BD», 
США) по интенсивности флуоресценции в канале 
FITC (лазер 488 нм, фильтр 530/20 нм) в сравнении 
с контрольными неконъюгированными фиксиро-
ванными образцами. Далее, бактерии конъюгиро-
вали биотином, используя коммерческий набор 
FluoReporter Mini-biotin-XX Protein Labeling Kit 
(«Thermo Fisher Scientific», кат.  №  F6347) согласно 
инструкции производителя. Для этого к 200 мкл 
бактериальной суспензии добавляли 20 мкл све-
жеприготовленного 1 М раствора бикарбоната на-
трия в воде (pH 8,3–8,5) и затем добавляли 20 мкл 
раствора активного эфира биотина (Компонент А) 
в деионизированной воде (200  мкл воды на одну 
пробирку с сухим Компонентом  А, раствор гото-
вили непосредственно перед использованием, т.к. 
реактивная форма биотина быстро гидролизуется 
в воде). Бактерии инкубировали с активным эфи-
ром биотина 2 часа в темноте при комнатной тем-
пературе и постоянном перемешивании в термо-
шейкере Biosan TS-100 (400 об./мин), после чего 
дважды отмывали в PBS центрифугированием 
2 мин при 2350 g, ресуспендировали в 200 мкл PBS 
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Рис. 1. Схема флуоресцентного мечения бактерий. E. coli конъюгировали FITC, а затем биотином для того, 
чтобы различать бактерии внутри и снаружи фагоцитирующих клеток. Показана последовательность про-
ведения конъюгаций и контроль качества препарата E. coli. Рассчитывали концентрацию бактерий по опти-
ческой плотности  (а) по заранее простроенной калибровочной кривой  (б). После конъюгации E. coli с FITC 
проводили контрольную проточную цитометрию  (в) для проверки однородности конъюгации (FITC+ 99,7%). 
После дальнейшей конъюгации E. coli с биотином проверяли однородность мечения в каналах AF405 и FITC – 
гомогенность конъюгации составила 98,7% (DP) для двух меток  (г). Перед замораживанием маточной сус-
пензии готовых бактерий подсчитывали их концентрацию по DIC и флуоресценции в заданном объёме,  
рассчитанном на основе известных параметров глубины фокуса и размера поля зрения (д)

и добавляли стерильный глицерин до концентра-
ции 10%. Определяли концентрацию подсчётом в 
камере Горяева, доводили PBS до концентрации 
1010 бактерий на 1 мл, аликвотировали по 20 мкл, 
замораживали и хранили при −20 °С. Все работы 
проводили в стерильных условиях.

Для проверки эффективности конъюгации био-
тином к аликвоте E. coli (разбавленной в 300  мкл 
до концентрации 1 × 107 бактерий E. coli/мл) добав-
ляли 1 мкл стрептавидина, конъюгированного с 
AF405 («Invitrogen», США, кат.  № S32351), инкуби-
ровали 30  мин на льду, отмывали в 1,2 мл PBS, 
центрифугировали 2 мин при 2350 g, ресуспенди-
ровали в 200 мкл PBS и анализировали на проточ-
ном цитометре BD LSRFortessa, оценивая двойную 
позитивную популяцию в каналах FITC и AF405 
(лазер 405 нм, фильтр 450/50 нм). Схема описанной 
методики представлена на рис. 1.

Для приготовления растворов использовали 
деионизированную воду с проводимостью 18 МОм, 
полученную с помощью системы очистки воды 
Millipore Milli-Q IQ 7000 («Merck», Германия).

Фагоцитарный тест. Периферическую кровь 
отбирали с помощью системы для вакуумного взя-
тия крови из вены условно здоровых доброволь-
цев в пробирки с гепарином натрия («Химмед-
снаб», Россия) в Медпункте Университета «Сириус» 
квалифицированным персоналом.

Концентрацию лейкоцитов в образце опреде-
ляли на гематологическом анализаторе MEK-7300K 
(«Nihon Kohden», Япония). Эту информацию исполь-
зовали далее для расчёта количества добавляемых 
бактерий, исходя из соотношения лейкоциты : бак-
терии = 1  : 20 в соответствии с опубликованными 
ранее исследованиями [16]. Для проведения теста 
отбирали 100 мкл цельной крови в полипропиле-
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новую неадгезионную пробирку («Eppendorf», Гер-
мания, кат. № 0030125150), стабилизировали тем-
пературу в СО2-инкубаторе (37 °С, 5% CO2) 5  мин. 
Фагоцитарный тест проводили в суспензионной 
фракции клеток цельной крови без применения 
специальных процедур для адгезии к поверх-
ности  [13]. К 100  мкл крови добавляли суспензии 
бактерий из расчёта 20  бактерий на один лейко-
цит, инкубировали 1 ч при 37 °С в СО2-инкубаторе. 
Для остановки фагоцитоза образцы помещали на 
лёд (см. Приложение, рис. П1) [17].

Проточная цитометрия и сортировка клеток. 
К аликвоте крови на льду после проведения фаго-
цитоза добавляли антитела CD45 APC-eFluor  780 
(клон HI30, «eBiosciencе», США, кат.  №  47-0459-42;  
1  : 100) для маркирования лейкоцитов, а также 
стрептавидин, конъюгированный с AF405 («Invitro
gen», кат.  № S32351; 1  : 100), для выявления бакте- 
рий на поверхности клеток. Образцы инкубиро-
вали 30 мин в темноте на льду, отмывали добав-
лением 1,4 мл PBS с последующим центрифугиро-
ванием в течение 5  мин при 330 g; супернатант 
удаляли и ресуспендировали осторожным пипети-
рованием в 100  мкл PBS, после чего добавляли в 
образцы 900  мкл 1-кратного лизирующего буфера 
с фиксирующим агентом BD FACS Lysing Solution 
(«BD», кат. № 349202) и инкубировали 10 мин в тем-
ноте при комнатной температуре. Далее, образцы 
центрифугировали 5 мин при 330 g, осадок ресус-
пендировали в 200 мкл PBS и до анализа хранили 
при 4 °C. Схема описанной методики представлена 
на рис. П1 Приложения.

Настройка компенсации проводилась в авто-
матическом режиме в программном обеспечении 
соответствующего проточного цитометра или сор-
тера по одноцветным контролям, приготовленным 
в соответствии с описанной выше методикой.  
Исключение составил контроль для AF405, который 
готовился путём окрашивания аликвоты крови ан-
тителами CD33 biotin (клон AC104.3E3, «Miltenyi», 
США, кат. № 130-113-347) в течение 30 мин на льду 
с последующим выявлением биотина стрептави-
дином, конъюгированным с AF405, и дальнейшей 
обработкой, как описано выше.

Предварительный анализ образцов проводи-
ли на проточном цитометре BD LSRFortessa. Для 
количественного анализа клеток E. coli и их про-
странственного расположения в лейкоцитах после 
проведения фагоцитоза клетки сортировали на 
клеточном сортере, а отсортированные фракции 
анализировали на конфокальном микроскопе. 
Сортировку проводили на сортере Sony SH800, 
оснащённом 4  лазерами (405, 488, 561 и 638  нм), 
со 100-мкм ноззлами у сортировочных чипов.  
Стратегия гейтирования подразумевала последо-
вательное выделение единичных клеток по па- 
раметрам импульса Area и Height для прямого 

светорассеяния (FSC), затем по тем же парамет-
рам импульса для бокового светорассеяния (SSC), 
очистку от явного мусора по параметрам светорас-
сеяния, выделение CD45+ популяции, определение 
субпопуляций фагоцитировавших лейкоцитов по 
интенсивности флуоресценции в каналах FITC и 
AF405 (Приложение, рис. П2). Клетки сортировали 
в 5-мл полистироловые пробирки с 1 мл PBS, отби-
рая не менее 10 000 клеток для каждой субпопуля-
ции лейкоцитов.

Для высокопроизводительного анализа про-
странственного расположения и количества бак-
терий в фагоцитах методом визуализирующей 
проточной цитометрии применяли проточный 
цитометр Amnis FlowSight («Cytek», США), оснащён-
ный 3  лазерами (405, 488 и 642 нм). Работа была 
выполнена с использованием оборудования ЦКП 
«Цитометрии и биомаркеры» ФБУН НИИ эпидемио-
логии и микробиологии имени Пастера в  Санкт-
Петербурге.

Конфокальная микроскопия. После сорти-
ровки клетки концентрировали центрифугирова-
нием 5 мин при 330 g, ресуспендировали в 10 мкл 
PBS и помещали на заряженное предметное стекло 
(Polysine Adhesion Slides, «Thermo Fisher Scientific») 
во влажной камере на 30 мин при комнатной тем-
пературе, после чего накрывали покровным стек-
лом и анализировали на конфокальном микроско-
пе. Конфокальные флуоресцентные изображения 
были получены с помощью инвертированного 
лазерного сканирующего конфокального микро-
скопа (ZEISS LSM 980 Airyscan, «Carl Zeiss AG», Гер-
мания) через объектив с 20-кратным увеличением 
(Plan-Apochromat 20×, числовая апертура 0,8). Изо-
бражения в 4 каналах были получены последова-
тельным сканированием двух треков: канал APC-
eFluor 780 в первом треке и каналы AF405, FITC и 
DIC – во втором. APC-eFluor 780 возбуждался 639 нм 
лазером (максимальная мощность – 20 мВт, пропу-
скание акустооптического фильтра (AOTF) – 2,6%), 
детекция в диапазоне от 647 до 757 нм (тип детек-
тора – GaAsP, усиление – 713 В). AF405 возбуждался 
405 нм лазером (максимальная мощность – 20 мВт, 
пропускание AOTF – 0,2%), детекция в диапазоне от 
410 до 484  нм (тип детектора  – GaAsP, усиление  – 
650  В). FITC возбуждался 488  нм лазером (макси-
мальная мощность  – 13  мВт, пропускание AOTF  – 
0,04%), детекция осуществлялась в диапазоне от 
519 до 628 нм (тип детектора – Multialkali-PMT, уси-
ление  – 845  В); DIC  – дифференциально-интерфе-
ренционный контраст в проходящем свете, полу-
ченный с помощью лазеров второго трека, т.е. 405 
и 488  нм, и детектора в проходящем свете T-PMT, 
детекция осуществлялась в диапазоне от 300 до 
900 нм (тип детектора – Multialkali-PMT, усиление – 
368  В). Были установлены следующие параметры 
сканирования: увеличение сканирования  – 8×, 
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размер изображения  – 429 × 429 пикселей, время 
пикселя (время накопления сигнала) – 4,91 микро-
секунда; размер пикселя – dx = dy = 0,124 мкм. Изо-
бражения были получены с использованием про-
граммного обеспечения ZEN (версия ZEN Blue  3.2, 
«Carl Zeiss AG»).

Программное обеспечение. Обработку ре-
зультатов проводили в Microsoft Excel 2019; ана-
лиз данных проточной цитометрии – в BD FlowJo 
v. 10.9.0; анализ данных Amnis FlowSight  – в про-
грамме Amnis IDEAS 6.2; анализ данных конфо-
кальной микроскопии – в ImageJ/Fiji v. 1.54f [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Количественный анализ фагоцитоза мето-
дом сортировки и микроскопии клеток. При 
анализе лейкоцитов (CD45+) на проточном цитоме-
тре после проведённого фагоцитоза выделяли не-

сколько субпопуляций по гранулярности, размеру 
и флуоресценции E. coli (рис. 2). Для анализа рас-
пределения числа фагоцитированных или адгези-
рованных на поверхности бактерий в популяциях 
гранулоцитов, моноцитов и лимфоцитов провели 
сортировку выделенных популяций на сортере 
Sony SH800 (стратегия гейтирования представлена 
на рис. 2 и рис. П2 Приложения). Отсортированные 
клетки анализировали на конфокальном микро-
скопе ZEISS LSM 980 Airyscan. После отработки 
протокола сортировку клеток проводили 3  раза, 
используя образцы крови трёх доноров.

Результат сопоставления данных сортировки 
и микроскопии представлен на рис.  3. Наиболее 
многочисленной при сортировке оказалась двой-
ная негативная (DN) субпопуляция  – 71,2 % от 
всех CD45+ клеток. Из 74 проанализированных 
конфокальной микроскопией сортированных 
клеток в DN-популяции от трёх доноров не най-
дено ни одной клетки, содержащей E. coli внутри  

Рис. 2. Стратегия анализа и гейтирования для сортера Sony SH800: из единичных клеток (Singlets gate) выде-
ляли лейкоциты (СD45+), далее эту популяцию сортировали по интенсивности флуоресценции и локализа-
ции бактерий (E. coli) на следующие категории: DN  – двойная негативная популяция (нефагоцитировавшие 
клетки); Dim – клетки, флуоресценция которых не более чем на декаду выше, чем DN; Mid – клетки с умерен-
ной интенсивностью флуоресценции (больше на декаду, чем у Dim); Bright – клетки с самой высокой интен-
сивностью флуоресценции; DP  – двойная по FITC и AF405 позитивная популяция бактерий на поверхности 
(нижняя панель слева). Для анализа по субпопуляциям клетки гейтировали по гранулярности (SSC) и раз-
меру (FSC) на гранулоциты (GR), моноциты (MO) и лимфоциты (LY). Расширенная информация по стратегии  
гейтирования приведена на рис. П2 Приложения
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Рис. 3. Схема эксперимента по сортировке фагоцитирующих популяций лейкоцитов (CD45+) и анализа от-
сортированных фракций на конфокальном микроскопе. Отсортированные популяции (а) были проанализи-
рованы с использованием конфокальной микроскопии (б), где DN  – двойная негативная популяция (0  бак-
терий); Dim  – клетки, интенсивность флуоресценции которых не более чем на декаду больше, чем у DN 
(автофлуоресценция  – 0  бактерий); Mid  – клетки с умеренной интенсивностью флуоресценции, в пределах 
декады выше, чем у Dim (1–5 бактерий внутри клетки); DP – популяция, двойная позитивная по FITC и AF405 
(гетерогенная  – бактерии внутри и/или на поверхности клетки). Наложение флуоресцентных изображений 
(FITC, AF405) и DIC обозначено как Merge (в). Красными цифрами на графике справа указаны средние значе-
ния количества E. coli внутри (IN) и снаружи (OUT) лейкоцитов, в скобках показан разброс данных. Индиви-
дуальные изображения клеток – примеры клеток с различным количеством E. coli в популяциях (б, в). Число  
независимых экспериментов n = 3

или на поверхности. Популяция Dim демонстриро-
вала тусклую флуоресценцию в канале FITC (в пре- 
делах 1 декады ярче клеток популяции DN). Из 33 
проанализированных на микроскопе клеток Dim-
популяции найдена только одна клетка с бак-
терией, в то время как в остальных наблюдали 
лишь повышенную флуоресценцию цитоплазмы. 
Вероятно, это фоновая автофлуоресценция, возни-
кающая в результате поглощения бактериальных 
остатков, конъюгированных с FITC. Популяция Mid 
образует выраженный кластер по флуоресценции 
FITC при анализе методом проточной цитометрии, 
отстоящий примерно на одну декаду по яркости 
от Dim-популяции; по интенсивности флуоресцен- 
ции в канале AF405 клетки Mid соответствуют ав-
тофлуоресценции клеток DN. Это свидетельствует 
о  том, что данная популяция состоит из фагоци
тировавших бактерии клеток, не содержащих 
E. coli на поверхности.

Визуальный анализ с помощью конфокальной 
микроскопии (проанализирована 151 клетка) под-
тверждает это предположение. Фагоцитарное чис-
ло в популяции Mid варьируется от 1 до 5 (среднее 
значение  – 1,87  бактерий на клетку, рис.  3). DP  – 
двойная позитивная популяция по интенсивности 
флуоресценции в каналах AF405 и FITC  – состав-
ляет 3% и представляет собой лейкоциты с бак-
териями либо только на поверхности, либо и на 
поверхности, и внутри клеток. Среднее число бак-
терий внутри клеток популяции DP (по данным 
микроскопического анализа 51 клетки) составляет 
0,67 бактерий на клетку (от 0 до 16, рис. 3); среднее 
число бактерий снаружи клеток  – 1,41 (от 1 до 6, 
рис. 3). Таким образом, данная популяция является 
крайне гетерогенной и может быть в дальнейшем 
разделена на несколько субпопуляций.

Визуализация фагоцитов в потоке с исполь-
зованием двойного окрашивания выявила при-
сутствие значительного количества E. coli на 
поверхности клеток. Хотя последовательное при-
менение сортировки и конфокальной микроско-
пии позволяет оценить количество и простран-
ственное расположение бактерий в фагоцитах, всё 
же такой анализ остаётся трудоёмким и затратным 
по времени. Применение только проточной цито-
метрии позволяет по флуоресценции различить 
количество E. coli, находящихся внутри фагоцитов, 
но не даёт возможности количественно оценить 
фагоцитоз, когда бактерии находятся одновремен-
но и внутри, и снаружи.

Для увеличения производительности при 
количественном анализе фагоцитоза клеточных 
популяций, имеющих бактерии как внутри, так и 
на поверхности, а также для получения статисти-
чески более точных показателей фагоцитарного 
числа был использован визуализирующий про-
точный цитометр Amnis FlowSight. Этот прибор 
позволяет фотографировать клетки в потоке со ско-
ростью до нескольких тысяч в секунду и анализи-
ровать пространственное положение микробных 
частиц в фагоцитах. На рис. 4 показаны стратегия 
гейтирования и суммарное представление данных 
с визуализацией (нижний ряд, левый рисунок), 
а также панель полученных на этом цитометре 
снимков клеток. Фотографии клеток разделены 
по каналам флуоресценции (каналы: FITC, кото-
рым окрашены все бактерии, BF и BF 2  – образы 
клеток в светлом поле, AF405 обозначает бакте-
рии на поверхности клеток и наложение каналов 
(Merge)). Анализ изображений клеток позволяет 
заключить, что двойное окрашивание демонстри-
рует не интернализованные фагоцитом бактерии,  
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Рис. 4. Стратегия гейтирования для проточного цитометра с визуализацией Amnis FlowSight и обобщённое 
представление результатов визуализации. Цифрами обозначены процент клеток в популяции и количество 
бактерий внутри (IN) и снаружи (OUT) клеток. Для отдельных популяций было проанализировано до 352 кле-
ток (рис. П3 Приложения). Число независимых экспериментов n = 3

а только находящиеся на его поверхности, в то вре-
мя как интернализованные бактерии детектируют-
ся только в канале FITC. По интенсивности сигнала 
флуоресценции возможно разделить 4 популяции 
клеток, различающихся количеством E. coli внутри 
и снаружи клеток. Так, в популяции DPlow клетки 
содержат по 1–2  бактерии на своей поверхности, 
в популяции DPhi  – 2–4  бактерии на поверхности, 
в популяции FITClow внутри фагоцитировавших 
клеток содержится по 1–2  бактерии, в популяции 
FITChi – по 2–4 бактерии внутри фагоцитов.

Наряду с двойным окрашиванием была про-
верена эффективность работы встроенной в при-
ложение IDEAS 6.2 программы, определяющей на 
основе сделанных цитометром снимков местопо-
ложение бактерий внутри или снаружи клетки. 
В случае детектирования программой бактерий на 
поверхности клеток, а не внутри, данные програм-
мы и двойного окрашивания совпадают на 94,9% 
(рис. 5, а, гейт Outside stain). Это свидетельствует 
о том, что распознанные программой (камерой) 
бактерии на поверхности клеток действительно 
позитивны как по FITC, так и по стрептавидину. 
Поскольку программа производит оценку на осно-
вании параметров клетки по изображению в одной 
проекции, в 70% случаев те бактерии, которые, со-
гласно данным программы, были распознаны как 
находящиеся внутри клеток, фактически, согласно 
данным по двойному окрашиванию, находились 
на их поверхности (рис. 5, б). Это связано с техни-

ческим ограничением визуализирующих возмож-
ностей Amnis FlowSight. На рис. 5, в представлены 
результаты фагоцитоза лимфоцитов. 98,6% клеток 
являются двойными негативными по FITC и AF405. 
По результатам двойного окрашивания показано, 
что 1,28% лимфоцитов способны удерживать E. coli 
на поверхности без дальнейшего фагоцитоза – по 
крайней мере в течение часа инкубации с цель-
ной кровью.

Во многих исследованиях для анализа фаго-
цитоза используются различные объекты. В част-
ности, широко распространено использование в 
исследованиях E. coli, меченных pH-зависимыми 
красителями. Однако использование этих реаген-
тов требует замены плазмы крови на специальный 
буфер для контроля рН, что отрицательно влияет 
на жизнеспособность клеток и приводит к иска-
жению результатов [19]. Более того, при изучении 
фагоцитоза in vivo в цельной крови сложно кон-
тролировать рН плазмы, в связи с чем использо-
вание бактерий, меченных рН-зависимыми кра-
сителями, ограничено и не позволяет различать 
локализацию кишечной палочки и внутри, и 
снаружи. Одноцветное мечение без возможности 
различить бактерии внутри и снаружи клеток 
приводит к неточным результатам  [19, 20]. В то 
же время использование специфических к анти-
генам отдельных видов бактерий антител  [21] не 
является универсальным и требует применения 
новых видоспецифичных антител при изучении 
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Рис. 5. Локализация бактерий относительно клеток по результатам анализа встроенной программы Amnis 
и двойного окрашивания. а  – Бактерии, которые детектировались программой как находящиеся снаружи 
клеток. 94,9% этих клеток действительно были позитивны и по FITC, и по AF405, то есть бактерии адгези-
рованы на поверхности фагоцитов. б  – Бактерии, которые детектировались программой как находящиеся 
внутри клеток. Однако 70,4% из этих клеток были позитивны и по FITC, и по AF405, что, согласно двойному 
окрашиванию, указывает на локализацию бактерий на поверхности клеток. в  – Лимфоцитарный (LY) гейт.  
Хотя программа детектирует некоторые клетки в популяции лимфоцитов как фагоцитирующие, все 1,28% 
клеток, согласно двойному окрашиванию, находились на поверхности. Верхние панели иллюстрируют (сле-
ва направо) каналы: FITC (E. coli), Brightfield 1, AF405 (biotin-streptavidin, E. coli), Brightfield 2 и наложение всех 
каналов. Правые панели визуализируют клетки, показанные в виде точек на графиках проточной цитоме-
трии. Синей линией дана масштабная линейка для изображений клеток. Образцы поклеточного анализа  
изображений показаны на рис. П3 Приложения

фагоцитоза разных объектов. Использование ме-
ченных FITC и биотином бактерий любого вида 
позволяет легко идентифицировать нефагоцитиро-
ванные бактерии путём поверхностного окраши-
вания конъюгированным с AF405 стрептавидином 
и облегчает их обнаружение с помощью конфо-
кальной микроскопии. Однако, несмотря на высо-
кую точность, использование конфокальной мик-
роскопии не позволяет анализировать большое 
количество объектов с высокой производитель-
ностью. С появлением новых методов проточной 
цитометрии с визуализацией стала возможной 
обработка больших массивов изображений с вы-
сокой производительностью. В настоящем иссле-
довании мы применили проточную цитометрию 
с визуализацией, а также разработали препарат 
E. coli, позволяющий проводить анализ быстро и 
с высокой точностью. Таким образом, с помощью 
дополнительного окрашивания возможно детек-
тировать бактерии внутри и снаружи клеток в 
любой момент фагоцитоза в цельной крови, опре-
деляя кинетику данного процесса.

В ходе исследования выявлено, что про-
грамма определяет, какие бактерии находятся 
внутри, а какие на поверхности клеток (на осно-
вании полученных с помощью цитометра Amnis 
FlowSight снимков), с низкой точностью: некото-
рые лимфоциты детектировались программой как 
фагоцитировавшие, однако результаты двойного 
окрашивания опровергли эти данные (рис. 5, в). 
Таким образом, алгоритмы распознавания визуа-
лизирующих проточных цитометров при исполь-

зовании традиционных объектов для фагоцитоза 
потенциально приводят к переоценке фагоцитоза, 
в то время как разработанные в ходе исследова-
ния методы конъюгации E. coli и проведения фа-
гоцитарного теста могут существенно увеличить 
точность результатов и быть использованы для 
оценки количественной и временной динамики 
поглощения патогенов.

Для описанного метода существуют ограни-
чения, которые, однако, легко преодолимы. Из-
вестно, что некоторые виды бактерий содержат в 
своей клеточной стенке авидины, которые харак-
теризуются высокой аффинностью к биотину [22]. 
В случае использования таких бактерий вместо 
конъюгирования с биотином возможна детек-
ция биотином, конъюгированным с различными 
флуорохромами. В случае, если авидинов для де-
текции недостаточно, возможно конъюгирование 
бактерий с избытком реактивного эфира биотина 
и последующее окрашивание стрептавидином или 
предварительное блокирование эпитопов авиди-
на биотином и дальнейшее мечение реактивным 
эфиром биотина по аминогруппам белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе представлены результаты 
количественного анализа фагоцитоза с примене-
нием сортировки и последующей визуализацией 
анализируемых популяций. С применением мето-
дов сортировки клеток и конфокальной микро-
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скопии данные по количеству и расположению 
E. coli относительно фагоцитирующих популяций 
клеток крови сопоставлены со значениями флуо-
ресценции. Обнаружено, что за один час фаго-
цитоза большинство гранулоцитов и моноцитов 
завершает цикл интернализации внутрь клетки. 
Однако при избытке добавляемых бактерий они 
адгезируются без интернализации на поверхности 
около 20% из взаимодействующих с ними фаго-
цитов. Мы предполагаем, что удержание бакте-
рий на поверхности лимфоцитами может являться 
важной составляющей противомикробной иммун-
ной функции наряду с фагоцитозом.

Количественный анализ фагоцитарного числа 
минорных популяций клеток, имеющих бактерии 
как снаружи, так и внутри, обычно требует приме-
нения трудозатратной конфокальной микроскопии 
с 3D реконструкцией для определения местополо-
жения бактерий относительно фагоцита. Исполь-
зование цитометрии с визуализацией совместно с 
препаратом E. coli с двойным мечением позволяет 
с большой пропускной способностью и высокой 
точностью количественно определять наличие 
бактерий внутри и снаружи клеток. Двойное окра-
шивание E. coli позволило значительно улучшить 
точность результатов на проточных цитометрах с 
визуализацией клеток в потоке.

Кроме того, было показано, что некоторые 
субпопуляции лимфоцитов способны удерживать 
бактерии, однако, не интернализуя их за время 
эксперимента.

Дальнейший анализ быстро фагоцитирующих 
и удерживающих бактерии на поверхности субпо-
пуляций с использованием цитометрии с визуали-
зацией позволит более точно понимать функцию 
отдельных клеточных популяций в процессах вро-
ждённого иммунитета.
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF PHAGOCYTOSIS IN WHOLE BLOOD 
USING DOUBLE STAINING AND VISUALIZATION

E. V. Lysakova1, A. N. Shumeev2, S. A. Chuvpilo1, V. S. Laktyushkin2, N. A. Arsentieva3, 
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Phagocytosis is an essential innate immunity function in humans and animals. A decrease in the ability 
to phagocytize is associated with many diseases and aging of the immune system. Assessment of phago-
cytosis dynamics requires quantification of bacteria inside and outside the phagocyte. Although flow 
cytometry is the most common method for assessing phagocytosis, it does not include visualization 
and direct quantification of location of bacteria. Here, we used double-labeled Escherichia coli cells 
to evaluate phagocytosis by flow cytometry (cell sorting) and confocal microscopy, as well as employed 
image cytometry to provide high-throughput quantitative and spatial recognition of the double-labeled 
E. coli associated with the phagocytes. Retention of pathogens on the surface of myeloid and lymphoid 
cells without their internalization was suggested to be an auxiliary function of innate immunity in the 
fight against infections. The developed method of bacterial labeling significantly increased the accura-
cy of spatial and quantitative measurement of phagocytosis in whole blood and can be recommended  
as a tool for phagocytosis assessment by imaging flow cytometry.
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