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АННОТАЦИЯ
На протяжении последних десятилетий методы оценки жизнеспособности клеток являются важным исследо-

вательским инструментом в клеточной биологии, тканевой инженерии и регенеративной медицине. Кроме того, 
оценка жизнеспособности клеток обязательна при производстве и контроле качества клеточных продуктов для био-
медицинских нужд.

Методы оценки жизнеспособности клеток можно широко классифицировать по механизму, лежащему в их ос-
нове, а также по способу оценки полученных результатов. Представлены варианты наиболее часто используемых 
тестов и протоколов для оценки жизнеспособности клеток. Приведены их преимущества и недостатки, которые 
необходимо учитывать при планировании экспериментов, например, при разработке клеточных препаратов для ре-
генеративной медицины.

Показаны основные факторы, влияющие на выбор метода оценки жизнеспособности клеток: эффективность, бы-
строта исполнения, безопасность, воспроизводимость, сохранность/целостность образца, совместимость протокола 
исследования с биоматериалом и типом клеточной линии. Отдельно рассмотрены тесты, которые можно применять 
не только для 2D-клеточных структур, но и для 3D-клеточных конструкций, получивших в последнее время широкое 
распространение благодаря более точному моделированию биологических процессов.
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ABSTRACT
Over the past decades, cell viability tests have been an essential research tool in cell biology, tissue engineering, and 

regenerative medicine. Assessment of cell viability is mandatory in the production and quality control of cell products for 
biomedical applications.

Methods of viability assessment can be broadly classified according to the underlying mechanism and how the results 
obtained are evaluated. This article presents variants of the most commonly used tests and protocols for assessing cell 
viability. Their advantages and disadvantages are presented, which should be considered when planning experiments, e.g., 
when developing cell preparations for regenerative medicine.

The authors point out the main factors influencing the choice of viability assessment method: efficiency, speed, safety, 
reproducibility, sample integrity, compatibility with biomaterial, and cell line type. Finally, the authors discuss separately cell 
viability tests that can be applied not only to 2D cell structures but also to 3D cell structures, which have recently become 
widespread due to more accurate modeling of biological processes.

Keywords: viability analysis of cells; 2D cell structures; 3D cell structures; dye exclusion assay; colorimetric method; 
fluorescent dyes; luminometric assays; flow cytometry.
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ВВЕДЕНИЕ
Оценка жизнеспособности и пролиферации клеток — 

необходимый этап многих биомедицинских исследова-
ний. Такая оценка используется, например, в фармако-
логии для определения возможного цитотоксического 
эффекта препаратов и химических веществ. Жизнеспо-
собность и пролиферация оцениваются также после раз-
личных манипуляций с клетками, например криохране-
ния, пересева или долгого культивирования. Результаты 
современных тестов могут предоставлять информацию 
не только о количестве клеток, доле живых клеток, 
но об их пролиферативной активности и метаболиче-
ском состоянии. В связи со всё большим распростране-
нием трёхмерных систем культивирования возрастает 
необходимость разработки точных методов для анализа 
жизнеспособности клеток в 3D-структурах и разнообраз-
ных биоматериалах. Выбор подхода к оценке жизнеспо-
собности зависит от целей исследования, клеточной 
линии и других особенностей, с которыми предстоит 
работать, поскольку некоторые методы дают ложно-
положительные или ложноотрицательные результаты. 
Надёжный метод анализа жизнеспособности клеток 
должен точно определять и отличать процессы, сопро-
вождающие их гибель. Потребность в простых, быстрых, 
точных и универсальных тестах для разных клеточных 
линий и структур обусловила появление разнообразных 
подходов для определения жизнеспособности клеток 
in vitro. В данном обзоре систематизированы сведения 
по некоторым методам оценки жизнеспособности клетки 
с описанием специфики и ограничений каждого метода, 
а также способов оптимизации их использования.

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ 
ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КЛЕТОК

Клетки считают жизнеспособными, если они могут 
пролиферировать, дифференцироваться, демонстри-
ровать нормальную и характерную для них метабо-
лическую активность. Гибель клеток сопровождается 
определёнными изменениями в структуре плазматиче-
ской мембраны, цитоплазмы, ядра и митохондрий. Эти 
признаки можно детектировать in vitro и использовать 
для определения жизнеспособности клеток в исследу-
емой 2D- или 3D-клеточной культуре. На данный мо-
мент существует большое разнообразие методов оценки 
жизнеспособности клеток, которые варьируют по слож-
ности, точности и области применения. Часть подходов 
основана на детекции живых и мёртвых клеток, что по-
зволяет определить долю живых клеток [1]. При ана-
лизе также используют физические свойства клеток, 
например оценку целостности мембраны или потока 
цитоплазмы. Ряд методов оценивают метаболическую 
активность клеток: например, измеряют митохондри-
альную активность или количество аденозинтрифосфата 

(АТФ) [2]. Есть протоколы, которые предоставляют воз-
можность исследовать отдельные популяции клеток 
или отдельные клетки. Для оценки результатов широко 
используются микроскопическая техника, счётчики кле-
ток, планшет-ридеры или цитометры. Результаты теста 
на жизнеспособность клеток могут быть представлены 
в виде показателей концентрации полумаксимального 
ингибирования (IC50), кривых «доза–эффект», кривых 
скорости роста или скорости реакции на определённое 
активное вещество [3].

В целом существующие методы оценки жизнеспо-
собности клеток можно разделить на шесть групп: ана-
лиз исключения красителя; методы колориметрического 
анализа; методы флуорометрического анализа; методы 
люминометрического анализа; анализ с помощью про-
точной цитометрии; безметочные методы [4]. Тесты 
на жизнеспособность будут рассмотрены ниже в соот-
ветствии с данной классификацией (рис. 1, 2). В отдель-
ной главе мы опишем особенности проведения тестов 
на жизнеспособность в 3D-клеточных структурах.

Методы, связанные с анализом исключения 
красителя

Наиболее часто используемые методы основываются 
на пропускной способности мембран. В норме клеточная 
мембрана служит барьером для прохождения крупных 
заряженных молекул, но если её целостность нарушена, 
внутрь повреждённой клетки способны проходить раз-
личные светопоглощающие или флуоресцентные краси-
тели. В свою очередь живые клетки способны исключать 
краситель из своей среды. Проникновение красителей 
внутрь клетки можно идентифицировать с помощью 
микроскопа или спектрометрически, также можно про-
вести подсчёт окрашенных и неокрашенных клеток в ка-
мере Горяева или с помощью автоматических счётчиков 
клеток. 

Классический пример анализа исключения красите-
ля — метод с использованием трипанового синего [5]. 
В данном случае при микроскопии в светлом поле мёрт-
вые клетки окрашены в синий цвет, в то время как жи-
вые кажутся прозрачными. Подобный принцип действия 
имеют и другие нефлуоресцентные красители, например 
синий Эванса [6]. Процедура окрашивания проста, но из-
за низкого коэффициента экстинкции может быть за-
труднительным выделение окрашенных клеток на фоне 
синего красителя, что делает оценки неточными [7]. 
Кроме того, для подобного рода анализов используют 
суспензию отдельных клеток, что не позволяет приме-
нять такие методы для оценки жизнеспособности кле-
ток в составе 2D- и 3D-клеточных структур, состоящих 
из разных типов клеток и внеклеточного матрикса.

Колориметрические методы
С целью исключения описанных для вышеуказанных 

красителей ограничений используют тесты, которые 
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позволяют не разрушать структуры биомедицинского 
клеточного продукта и основаны на измерении метабо-
лической активности клеток. Маркёром жизнеспособно-
сти клеток в данном случае служит, например, восста-
новление тетразолия или резазурина. Для этих анализов 
требуется инкубация клеточного материала с реагентом 
с целью получения окрашенного продукта, который мож-
но обнаружить с помощью спектроскопического мульти-
планшетного ридера, при этом интенсивность сигнала 
будет пропорциональна количеству клеток.

Среди соединений тетразолия часто используемыми 
являются MTT [3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолия бромид] [8–10]; INT [йодо нитро тетразолий 
или 2-(4-йодофенил)-3-(4-нитрофенил)-5-фенил-2H-
тетразолий] [1]; MTS [3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-5-(3-
карбоксиметоксифенил)-2-(4-сульфофенил)-2H-тетразолий] 
[11]; XTT [2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфенил)-
(2Н)-тетразолий-5-карбоксанилид] [12]; WST [натрий 
2-(4-йодофенил)-3-(4-нитрофенил)-5-(2 ,4-дисульфофенил)-
2Н-тетразолата] [13]. Последние три часто применяют 

Рис. 1. Широко распространённые (рутинные) методы оценки жизнеспособности клеток: a — анализ исключения красите-
ля; b — методы колориметрического анализа; c — методы флуорометрического анализа. Здесь: NR — нейтральный крас-
ный, NRH+ — протонированная форма нейтрального красного, НАД+ — никотинамидадениндинуклеотид (кофермент 
витамина B3), НАДН — никотинамидадениндинуклеотид, ЛДГ — лактатдегидрогеназа, МТТ — 3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид, MTS — 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-сульфофенил)-
2H-тетразолий, XTT — 2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфенил)-(2Н)-тетразолий-5-карбоксанилид, WST — натрий 
2-(4-йодофенил)-3-(4-нитрофенил)-5-(2 ,4-дисульфофенил)-2Н-тетразолата, ФМС — феназинметилсульфат, ФЭС — феназин-
этилсульфат, AFC — аминофторкумарин, GF-AFC — глицилфенилаланил-аминофторкумарин, TUNEL — метод анализа фраг-
ментации хроматина, FLICK — лизис-зависимый метод (fluorescence-based and lysis-dependent inference of cell death kinetics), 
dUTP — (2’-дезоксиуридин-5’-трифосфaт), 3’-OH — свободные 3’-OH группы дезоксиуридина, конъюгированные с мечеными 
dUTP.
Fig. 1. Widely used (routine) methods for assessing cell viability: a — dye exclusion assay; b — methods of colorimetric analysis; 
c — methods of fluorometric analysis. Here: NR — neutral red, NRH+ — protonated form of neutral red, НАД+ — nicotinamide 
adenine dinucleotide (vitamin B3 coenzyme), НАДН — nicotinamide adenine dinucleotide, ЛДГ — lactate dehydrogenase, MTT — 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, MTS — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, XTT — 2,3-bis-( 2-methoxy-4-nitro-5-sulfenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide, WST — sodium 
2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl )-2H-tetrazolate, ФМС — phenazine methyl sulfate, ФЭС — phenazine 
ethyl sulfate, AFC — aminofluorocoumarin, GF-AFC — glycylphenylalanyl-aminofluorocoumarin, TUNEL — chromatin fragmentation 
analysis method, FLICK — lysis-dependent method (fluorescence-based and lysis-dependent inference of cell death kinetics), dUTP — 
(2’-deoxyuridine-5’-triphosphate), 3’-OH — free 3’-OH groups of deoxyuridine conjugated with labeled dUTP.
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с добавлением промежуточных переносчиков электро-
нов дыхательной цепи для облегчения восстановления 
тетразолия. 

Метод на основе анализа восстановления тетразолия 
разработан зарубежными учёными [14] в качестве без-
опасной альтернативы метода, основанного на оценке 
включения радиоактивно-меченого тимидина в ДНК. 
Данный подход представляет собой простой колори-
метрический тест на жизнеспособность клеток. Он был 
одним из первых тестов, который стало возможным 
проводить в 96-луночном планшете, удобном для вы-
сокопроизводительного скрининга. Принцип анализа 
основан на способности живых клеток с активным ме-
таболизмом превращать тетразолий в нерастворимый 
формазановый продукт фиолетового цвета с помощью 
митохондриальной редуктазы. Таким образом, методы, 
использующие соединения тетразолия, фактически из-
меряют метаболическую активность клеток. 

Среди других методов оценки жизнеспособности, 
основанных на превращении субстрата в хромогенный 
продукт, анализ с помощью МТТ является наиболее по-
пулярным и универсальным. Для детекции кристаллы 
продукта растворяют в солюбилизирующем растворе 

и измеряют поглощение при 570 нм [15]. В качестве со-
любилизирующего агента используются диметилсуль-
фоксид, диметилформамид, додецилсульфат натрия 
и комбинации детергента и органического растворителя 
[16]. Точный механизм реакции восстановления тетразо-
лия пока не изучен, но предполагается, что она проис-
ходит за счёт переноса электронов с никотинамидаде-
ниндинуклеотида (НАДН) и других восстановительных 
агентов [17] при участии системы переносчика электро-
нов митохондрий [18].

Есть несколько параметров, которые существенно 
влияют на интенсивность получаемого сигнала, и по-
этому их следует учитывать при оптимизации процесса: 
концентрация МТТ, продолжительность инкубации, ко-
личество жизнеспособных клеток и их метаболическая 
активность. Необходимо также учитывать, что часть 
веществ, например аскорбиновая кислота, дикумарол 
или некоторые химиотерапевтические агенты, способ-
ствуют завышению значений интенсивности поглощения 
[19–21]. Кроме того, ошибочным результатам может спо-
собствовать присутствие в среде для культивирования 
сывороточного альбумина, ионов металлов и витаминов 
[22]. А также количество клеток и время экспозиции 

Рис. 2. Высокотехнологичные (нерутинные) методы оценки жизнеспособности клеток: a — методы люминометрического анали-
за; b — безметочные методы; c — анализ с помощью проточной цитометрии. Здесь: АТФ — аденозинтрифосфат, PI — пропидия 
иодид, TMRM — метиловый эфир тетраметилродамина. 
Fig. 2.  High-tech (non-routine) methods for assessing cell viability: a — methods of luminometric analysis; b — labelless methods; c — 
analysis by flow cytometry. Here: АТФ — adenosine triphosphate, PI — propidium iodide, TMRM — tetramethylrhodamine methyl ester.
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клеток с MTT влияют на количество образовавшегося 
формазана [23].

На результаты может повлиять и токсичность МТТ, 
вследствие чего после добавления и инкубации с МТТ 
клетки способны менять морфологию, а образуемые 
при восстановлении МТТ кристаллы могут повредить 
клетку [24]. Динамика этого процесса хорошо показана 
в работе с использованием кита IncuCyte TM FLR от Essen 
Biosciences [25].

Для предотвращения повреждения большими (от-
носительно размеров клетки) кристаллами тетразолия 
разработаны методы анализа с использованием агентов, 
которые при восстановлении жизнеспособными клет-
ками переходят в растворимый в культуральной среде 
формазановый продукт. К подобного рода соединениям 
относятся MTS, XTT и WST. Данные вещества используют 
вместе со вспомогательными промежуточными реаген-
тами-акцепторами электронов (например, феназинме-
тилсульфат или феназинэтилсульфат), которые сами вос-
станавливаются внутри клетки. В свою очередь передача 
электрона на тетразолий происходит вне клетки [3, 26]. 

Данные методы удобны тем, что по сравнению с МТТ-
тестом не требуют дополнительного шага — солюбили-
зации выпавшего осадка, а измерения можно проводить 
несколько раз. Однако как и основные действующие 
вещества, так и промежуточные акцепторы могут быть 
токсичны, поэтому существуют рекомендации по пред-
варительной оптимизации и подбору индивидуальных 
условий для конкретной клеточной линии [25].

Для восстановления тетразолия до нераствори-
мого формазана можно использовать и другое свой-
ство клеток. Так, из повреждённых клеток быстро вы-
деляется лактатдегидрогеназа (ЛДГ) — стабильный 
фермент, который присутствует в клетках любого типа 
и обеспечивает реакцию превращения лактата в пируват 
с выделением НАДН. Именно НАДН можно использовать 
для восстановления тетразолия и таким образом коли-
чественно оценивать активность ЛДГ. Для оптимизации 
метода исследователи рекомендуют учитывать вклад 
самопроизвольной выработки ЛДГ, фон питательной 
среды из-за влияния фенолового красного или сыво-
ротки, а также проводить сравнение с максимальной 
выработкой ЛДГ в клеточном лизате. Кроме того, не-
обходимо учитывать тип клеток и предварительно экс-
периментально определить оптимальное количество 
клеток для минимизации фонового шума [1]. Преимуще-
ство данного подхода перед анализом с использованием 
МТТ или MTS заключается в том, что метод позволяет 
в большей степени получить информацию о количестве 
мёртвых, а не утративших пролиферативную активность, 
стареющих или ранних апоптотических клеток.

Ещё один популярный тест на цитотоксичность — 
анализ поглощения нейтрального красного [27]. Прин-
цип действия отличается от описанных выше под-
ходов и основан на свойстве жизнеспособных клеток 

поглощать и связывать суправитальный нейтральный 
красный в лизосомах. По своей структуре это веще-
ство является производным феназина и имеет близкий 
к нейтральному заряд при физиологическом рН, за счёт 
чего проникает в клетки вследствие неионогенной пас-
сивной диффузии. Пройдя через мембраны, краситель 
локализуется в лизосомах с рН=4,5–5,0, где приобретает 
слабоположительный заряд и связывается с анионными 
(фосфатными) группами матрикса. Затем нейтральный 
красный экстрагируют, используя подкисленный этанол, 
и измеряют поглощение при 540 нм, при этом количе-
ство удерживаемого красителя прямо пропорционально 
количеству жизнеспособных клеток. За счёт своих фи-
зических свойств нейтральный красный может быть ис-
пользован в широком диапазоне рН и достаточно точно 
определяет снижение жизнеспособности при апоптозе 
и аутофагии [28]. Однако, несмотря на преимущества, 
у данного анализа есть свои ограничения: анализ ста-
новится менее точным и эффективным при работе с об-
разцами из криобанков из-за влияния криоконсервантов 
и особенностей метаболической активности клеток по-
сле разморозки. 

Для визуализации митохондрий в метаболически 
активных клетках можно также применять катион-
ный суправитальный краситель зелёного цвета Janus 
green B с максимумом поглощения 595 нм. Краситель 
Janus green B связывается с интактной митохондриаль-
ной мембраной с отрицательным потенциалом и рас-
щепляется в водорастворимый продукт розового цвета 
с максимумом поглощения при 550 нм [22]. 

Флуоресцентный анализ
Флуоресцентные красители можно считать более точ-

ными и надёжными индикаторами жизнеспособности 
[29]. Главные плюсы анализа с их использованием — 
высокие воспроизводимость и чувствительность данных 
тестов по сравнению с колориметрическими методами 
и методами исключения красителя, что доказывают со-
общения об использовании методов восстановления ре-
зазурина, в том числе в миниатюрном формате, для при-
ложений высокопроизводительного скрининга [30].

Один из самых популярных подходов в этой катего-
рии анализа — восстановление резазурина, который 
применяют уже на протяжении более 50 лет для оценки 
количества метаболически активных клеток [31]. Данное 
вещество может проникать в клетку и за счёт действия 
окислительно-восстановительных ферментов превра-
щаться в резазурин, тем самым меняя окраску с синего 
на красный. При этом количество образующегося резо-
фурина пропорционально количеству жизнеспособных, 
метаболически активных клеток, которое можно за-
фиксировать колориметрически или флуориметрически 
[32]. Детекция проводится как на спектрофотометрах, 
так и на флуорометрах для микропланшетов, оснащён-
ных набором фильтров (λem=560 нм, λeх=590 нм) [33]. 
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Невосстановленные формы не флуоресцируют или не по-
глощают при определённом диапазоне спектра. 

Тесты на основе восстановления резазурина наибо-
лее часто применяют для мониторинга реакции клеток 
на присутствие активного вещества. Важно, что этот 
метод анализа позволяет отличать цитотоксическое 
действие препарата от цитостатического. Так, цито-
статическое действие при данном подходе выглядит 
как характерное плато на нижней границе, не достига-
ющее значений отрицательного контроля с отсутствием 
живых клеток. В случае, когда соединения имеют сме-
шанный профиль действия, исследователи рекомендуют 
проводить эксперимент в отсутствие фетальной бычьей 
сыворотки (FBS): для цитостатического действия в этих 
условиях будут характерны низкие показатели IC50, 
для цитотоксического — более высокие [34]. 

С начала 2000-х гг. для исследователей стал досту-
пен краситель AlamarBlue [35]. С его использованием 
разработан простой и быстрый тест, высокая чувстви-
тельность которого позволяет обнаруживать от 20 кле-
ток на лунку [36]. Эффективность этого теста успешно 
проверена на различных типах клеточных линий [37–41] 
для большого круга исследовательских целей [42–44].

Среди недостатков выделяют токсическое действие 
резазурина на клетки, что отражается в изменении их 
морфологии, а также в снижении под его воздействием 
количества выделяемого клеткой АТФ. Однако в ряде 
экспериментов сообщают об обратном [45, 46]. Кро-
ме того, при изучении эффекта какого-либо препарата 
на клетку авторы рекомендуют добавлять реагент по-
сле периода инкубации с соединением и использовать 
контроль, в противном случае можно получить искажён-
ные оценки [31]. Сообщается также, что динамический 

диапазон анализа на основе восстановления резазурина 
сильно зависит от клеточной линии, поэтому необходи-
мо проводить оптимизацию теста для конкретного типа 
клеток [34], сам же резазурин может не только влиять 
на морфологию клеток, что показано в кинетических 
экспериментах с использованием клеток линии NIH-3T3, 
но и изменять содержание АТФ [25].

Не уступает по ряду параметров и достаточно но-
вый краситель PrestoBlue. Метод с использованием 
PrestoBlue, как и при использовании AlamarBlue, об-
ладает высокой чувствительностью по сравнению с ши-
роко используемым МТТ-тестом [47]. Хотя действующим 
веществом красителей AlamarBlue и PrestoBlue являет-
ся резазурин и с точки зрения механизма химической 
реакции между ними различий нет, тесты на основе 
PrestoBlue, как утверждает производитель, имеют не-
которые преимущества. Так, по данным производителя, 
PrestoBlue способен измерить жизнеспособность кле-
ток всего за 10 мин инкубации и обнаружить 12 клеток 
Jurkat после 16-часовой инкубации, что говорит о высо-
кой чувствительности и быстром действии реагента [48]. 
Поэтому перед началом эксперимента необходимо опре-
делить плотность покрытия для конкретной клеточной 
линии, так как каждый тип клеток обладает различной 
метаболической активностью и есть вероятность выйти 
за пределы линейной зависимости (рис. 3).

Среди других преимуществ PrestoBlue можно вы-
делить его нетоксичность и стабильность при условии 
защиты реагента от света. На данный момент разрабо-
тан новый высокочувствительный анализ hsPrestoBlue, 
который содержит резазурин высокой степени очист-
ки и буфер с физиологическим рН. Данный тест более 
эффективен в определении жизнеспособности клеток 

Рис. 3. Влияние количества клеток и времени инкубации с реагентом PrestoBlue на формирование флуоресцентного сигнала 
[48]: a — 10-минутный инкубационный период демонстрирует линейную корреляцию (r2=0,99) между флуоресценцией и числом 
клеток для 0–10×104 клеток; b — в течение 16-часового инкубационного периода снова наблюдается повышение чувствитель-
ности анализа, но потеря линейности выше 10 000 клеток на лунку.
Fig. 3. The effect of the number of cells and the incubation time with the PrestoBlue reagent on the formation of a fluorescent signal 
[48]: a — the 10-minute incubation period demonstrates a linear correlation (r2=0.99) between fluorescence and the number of cells for 
0–10×104 cells; b — during the 16-hour incubation period, an increase in the sensitivity of the analysis is again observed, but the loss 
of linearity is higher than 10,000 cells per well.
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и позволяет получить более сильный сигнал по срав-
нению с привычным аналогом. Показано [32], что новый 
метод близко подходит к решению проблемы искажения 
результатов, полученных с помощью других тестов на ос-
нове восстановления резазурина, из-за аутофлуорес-
ценции и низкого соотношения сигнал–фон вследствие 
загрязнения реагентов резофурином или наличия допол-
нительных стабилизирующих веществ. Так, hsPrestoBlue 
демонстрирует значительное снижение аутофлуорес-
ценции и 1,4-кратное увеличение отношения сигналь-
ной флуоресценции к фоновой по сравнению с обычным 
анализом PrestoBlue [32]. Однако и для классического 
анализа PrestoBlue, и для других тестов на основе вос-
становления резазурина исследователи предлагают ряд 
мер по оптимизации метода: например, учитывая разни-
цу значений измеряемой интенсивности флуоресценции, 
оценить изменение коэффициента поглощения при дли-
нах волн для резазурина и резофурина.

Есть и другие варианты флуоресцентного анализа. 
Например, разработан новый субстрат протеазы — гли-
цилфенилаланил-аминофторкумарин (GF-AFC), который 
при действии фермента метаболически активных клеток 
превращается в аминофторкумарин (AFC), в результате 
чего генерируется флуоресцентный сигнал, интенсивность 
которого пропорциональна количеству жизнеспособных 
клеток [47]. Кроме того, GF-AFC практически не токсичен 
для клеток, что является большим преимуществом на фоне 
методов с восстановлением тетразолия и резазурина [25]. 

Широко используется метод анализа фрагмента-
ции хроматина TUNEL, в котором места разрывов ДНК 
метят при помощи терминальной дезоксинуклеоти-
дилтрансферазы и меченого dUTP (2’-дезоксиуридин-
5’-трифосфaт). Этот подход позволяет обнаруживать 
в апоптотических клетках деградирующую ДНК путём 
присоединения к свободным 3’-OH-группам дезоксиури-
дина, конъюгированного с биотином или флуоресцином. 
При флуо ресцентном мечении апоптотические клетки 
выглядят как клетки с гетерогенно окрашенными ядра-
ми. Для мечения разрывов ДНК можно использовать 
также 5-бром-2-дезоксиуридин-5-трифосфат (BrdUTP) 
и флуоресцентные антитела к нему — этот подход более 
чувствителен и приводит к усилению флуоресценции [3]. 

Иммуноцитохимическое окрашивание также ис-
пользуется для визуализации продуктов активности 
каспазы-3 (ключевого участника терминальных процес-
сов апоптоза) или фрагментов расщепления её предше-
ственника — прокаспазы-3. Такое иммуноокрашивание 
можно совмещать с методом TUNEL, что позволяет коли-
чественно оценить процент апоптотических клеток. 

С помощью измерения интенсивности флуоресцен-
ции также возможно изучение кинетики клеточной ги-
бели или реакции клеток на активное вещество с помо-
щью лизис-зависимого метода FLICK (fluorescence-based 
and lysis-dependent inference of cell death kinetics). Раз-
работчики рекомендуют проводить несколько измерений 

интенсивности флуоресценции красителя SYTOX или лю-
бого другого красителя мёртвых клеток во времени, за-
вершая эксперимент фиксированием значения флуорес-
ценции в пермеабилизованных детергентом Triton X-100 
клетках [49]. 

Изучение состояния митохондрий методом флуорес-
центного анализа также может быть инструментом оцен-
ки жизнеспособности клеток. Для этого существуют спе-
циальные зонды, например тетраметилродамин, BODIPY 
и другие. Такие зонды демонстрируют эффективность 
в динамическом отслеживании митохондрий, но их при-
менение ограничено из-за цитотоксичности и невысокой 
фотостабильности. В связи с этим исследователи реко-
мендуют использовать кумарин-хинолиновые конъюгаты 
(CQC), которые обладают высоким квантовым выходом 
и достаточной фотостабильностью, а также алкалоидо-
подобными, липофильными свойствами, способствую-
щими надёжному связыванию с мембраной митохон-
дрий за счёт гидрофобного взаимодействия [50]. 

Люминометрический анализ
В люминометрических тестах на жизнеспособность 

используют реакции, эффектом которых является гене-
рация света. Существует два популярных метода: один 
позволяет оценить количество АТФ, второй — наблюдать 
за количеством жизнеспособных клеток в режиме ре-
ального времени. Протоколы усовершенствованы для ис-
пользования одного реагента, а сигнал можно получить 
после 10 мин инкубации, что делает люминометриче-
ский анализ одним из самых быстрых тестов. Детекция 
сигнала проводится с помощью люминометров [51].

Использование люциферазы светлячка для опреде-
ления количества АТФ — один из самых распространён-
ных методов в высокопроизводительном скрининге [51, 
52]. Принцип анализа базируется на том, что АТФ явля-
ется важным компонентом для реакции окисления лю-
циферина люциферазой, в ходе которой можно наблю-
дать явление люминесценции. АТФ служит надёжным 
маркёром для определения жизнеспособности клеток, 
так как при гибели клетки синтез АТФ останавливается, 
а остатки молекул элиминируются АТФазами. Поэтому 
стандартные наборы для данного анализа включают 
смесь, в состав которой входят детергент для лизиса 
клеток, ингибиторы АТФаз для стабилизации количества 
АТФ и люциферин — субстрат и стабильная форма люци-
феразы для катализа реакции [25]. Метод имеет высокую 
чувствительность: сообщается о линейной зависимости 
между люминесцентным сигналом и количеством клеток 
от 0 до 50 000 клеток на лунку 96-луночного планшета 
[53]. Однако, несмотря на чувствительность и быстроту 
получения сигнала, данный тип анализа подразумева-
ет разрушение клеток, что делает невозможным даль-
нейшее исследование данной культуры — измерение 
в конечной точке. Для случаев, когда необходимы кине-
тический анализ или проверка токсичности соединений 
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на протяжении нескольких часов или дней, исследова-
тели прибегают к анализу жизнеспособности в режиме 
реального времени. 

В методе люминометрического анализа в режиме 
реального времени так же, как и в методе с оценкой ко-
личества АТФ, используют реакцию люциферазы с суб-
стратом. Для этого требуется очищенная люцифераза 
и её просубстрат, который способен проходить в клет-
ки и под действием восстановительного потенциала 
фермента превращаться в полноценный субстрат [54]. 
Данные реагенты нетоксичны для клеток, а расход про-
субстрата зависит от активности клеток. Таким образом 
можно добиться непрерывного свечения сигнала дли-
тельностью до 72 ч и наблюдать за жизнеспособностью 
клеток в течение нескольких дней [55].

Анализ с помощью проточной цитометрии
Метод проточной цитометрии широко использу-

ется для количественного анализа отдельных клеток 
и предусматривает сложный анализ, позволяющий из-
учать несколько характеристик благодаря комбинации 
соответствующих красителей в одном образце [56]. 
Каждая клетка проходит через световой пучок одного 
или более лазеров, в результате фиксируют светорассе-
яние и различные параметры флуоресценции. Для из-
мерения флуо ресценции на данный момент существует 
множество различных подходов к подготовке образцов: 
использование антител с флуоресцентными метками, 
окрашивание флуоресцентными красителями (например, 
ДНК-связывающими или красителями-индикаторами 
ионов), экспрессия флуоресцентных белков [57].

В случае применения проточной цитометрии для ана-
лиза жизнеспособности используются флуоресцентные 
красители, окрашивание которыми зависит от целост-
ности плазмолеммы. Среди них можно выделить сле-
дующие:

 • пропидий йодид (PI) — популярный красный флуо-
ресцентный краситель для хромосом и ядер, кото-
рый не способен проникать в живые клетки [58];

 • DAPI, который обеспечивает синее флуоресцентное 
окрашивание ДНК и используется в основном для 
окраски фиксированных клеток, однако при высо-
ких концентрациях проницаем для клеток [59, 60];

 • SYTOX [61, 62];
 • Hoechst 33342, который в отличие от вышеописан-

ных красителей способен проникать в живые клет-
ки, что облегчает процедуру окрашивания [54];

 • метиловый эфир тетраметилродамина (TMRM), ко-
торый накапливается на мембране активных мито-
хондрий жизнеспособных клеток [63].

Существуют также красители, которые связываются 
с аминами разрушенных клеток:

 • Zombie NIR (BioLegend, США) — полярный водный 
краситель, обеспечивающий красную флуоресцен-
цию [64];

 • красители серии Live/Dead (Thermo Fisher 
Scientific, США), цвет которых варьирует в доста-
точно широких пределах от синего до ближнего 
ИК-излучения [65];

 • BD Horizon Fixable Viability Stain 780 (BD Biosciences, 
Индия), который ковалентно связывается с амина-
ми клетки, увеличивая значение флуоресценции 
в 10–20 раз на фоне жизнеспособных клеток [66].

Меченные подобными красителями клетки можно 
фиксировать, что позволяет проводить внутриклеточное 
окрашивание, обеззараживание культуры, заморажива-
ние без потери флуоресцентного сигнала. Флуоресцент-
ные красители также можно использовать в сочетании 
с красителями на основе резазурина — это позволяет 
получить сигнал от двух отдельных популяций живых 
и мёртвых клеток [34]. Существенным недостатком пе-
речисленных флуоресцентных красителей является их 
токсичность. Так, для PI отмечаются негативное влияние 
на клеточный цикл и повреждающее действие на ДНК, 
а для TMRM — фототоксичность при высокой концен-
трации [63]. 

Используют также метод сортировки клеток с активи-
рованной флуоресценцией (FACS). В этом случае можно 
эффективно применять меченные флуорохромом соеди-
нения в сочетании с витальными красителями. Напри-
мер, с помощью меченого аннексина V можно провести 
детекцию апоптотических клеток, поскольку он обладает 
высоким сродством к мембранному фосфолипиду фос-
фатидилсерину, который экспонируется на внешнюю 
сторону плазматической мембраны в процессе апоптоза 
клетки. При использовании аннексина V совместно с ви-
тальным красителем, например пропидием иодидом, 
можно провести сортинг живых, мёртвых или подвер-
гающихся апоптозу клеток [3]. 

Однако, несмотря на главное преимущество про-
точной цитометрии — мультипараметричность ана-
лиза, для её проведения необходимым является этап 
приготовления клеточной суспензии, что ограничивает 
использование данного метода в оценке жизнеспособ-
ности клеток 3D-конструкций. 

Безметочные методы
Клеточная мембрана жизнеспособных клеток с нор-

мальным метаболизмом имеет ограниченный транспорт. 
Значительную роль в барьерной функции плазматической 
мембраны при этом играет мембранный потенциал. Не-
обратимая потеря целостности плазмалеммы приводит 
к увеличению мембранного потенциала и деполяриза-
ции, что можно использовать для определения мёртвых 
клеток в популяции. Сообщается, что некоторые флуо-
ресцентные красители, например Fluovolt, способны реа-
гировать на повышение мембранного потенциала благо-
даря чувствительному к напряжению компоненту-донору 
в структуре [67]. Однако есть вероятность ложноположи-
тельных результатов вследствие фиксации увеличения 
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разности потенциалов при изменениях в структуре кле-
точной мембраны, не приводящих к гибели клетки. Кро-
ме того, необходимо учитывать, что для некоторых типов 
клеток, например нейрональных, характерна способность 
к деполяризации [67].

Ещё одно свойство клеточной мембраны, которое 
можно использовать для анализа жизнеспособности, — 
поляризация при воздействии на клетку переменным 
электрическим полем. Поскольку диэлектрические свой-
ства живых и мёртвых клеток различны, это позволяет 
дифференцировать их по «электрическому фенотипу». 
На этом основании разработаны методы определения 
импеданса. Например, микрожидкостная импедансная 
проточная цитометрия (µIFC), позволяющая получить 
величину импеданса, вычислить отношение высоко-
частотных его значений к низкочастотным (непрозрач-
ность импеданса) и выделить популяции живых и мёрт-
вых клеток [63]. Однако движение клеток на электроде 
способно привести к колебаниям импеданса и детекции 
шума. Эту проблему может преодолеть исследование 
нормализованного по площади импеданса (ANIS), кото-
рое является более стабильным и минимизирует вклад 
ошибки измерения, но в то же время представляет собой 
односторонний анализ, поскольку проводит детекцию 
только живых клеток [68].

Большое преимущество безметочных методов оценки 
жизнеспособности с помощью измерения мембранного 
потенциала или импеданса — их относительная без-
опасность, что позволяет использовать клеточный мате-
риал для дальнейших исследований [63]. 

ОЦЕНКА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ  
КЛЕТОК В 3D-СТРУКТУРАХ 

В настоящее время для моделирования различных 
заболеваний, а также тестирования токсичности или ле-
карственной эффективности препаратов всё чаще отдают 
предпочтение 3D-клеточным структурам, которые точнее 
имитируют биологические реакции тканей живого ор-
ганизма. Органоиды и трёхмерные конструкции на ос-
нове клеток, помещённых в экзогенный внеклеточный 
матрикс или синтетический гидрогель, имеют более 
сложную архитектуру, что затрудняет использование 
ряда традиционных методов оценки жизнеспособности 
клеток. Размер 3D-конструкций, неоднородный состав, 
большая клеточная плотность могут являться барьером 
для проникновения стандартных красителей, что при-
ведёт к искажению результатов [69, 70]. Таким образом, 
существует потребность в анализе, отличающемся про-
стотой воспроизведения и подходящем для сложного 
трёхмерного окружения.

В настоящее время большинство исследователей, 
работающих с 3D-конструкциями, по-прежнему при-
бегают к протоколам определения жизнеспособности, 
разработанным для 2D-культур, что может быть связано 

с относительно недавним началом развития новых под-
ходов оценки для 3D-конструкций. Тем не менее в связи 
с изменением фокуса исследований с 2D- на 3D-культуры 
необходима оценка привычных методов анализа жизне-
способности клеток применительно к 3D-системам. Так, 
на криосрезах метод с трипановым синим показал наи-
более точные результаты в сравнении с окрашиванием 
реакций ЛДГ либо кальцеином AM или гомодимером 
этидия-1 [71, 72]. Традиционные методы оценки жиз-
неспособности применительно к 3D-требуют дополни-
тельных манипуляций, а в случае метода с трипановым 
синим — разрушения каркаса, что увеличивает время 
эксперимента, приводит к непригодности клеточного 
продукта для дальнейших исследований и неточной 
оценке. Решить эту проблему авторы работы [73] пред-
лагают с помощью измерения различия в аутофлуорес-
ценции, которая возникает из-за изменений метаболи-
ческой активности (уровня НАДН) в клетках. В данном 
исследовании полученные данные аутофлуоресцент-
ного излучения живых и мёртвых клеток отличались 
как по интенсивности, так и по спектру. Для такого типа 
исследований необходимо специальное дорогостоя-
щее оборудование (двухфотонный и/или конфокальный 
микроскоп), которое не всегда имеется в распоряжении 
лабораторий либо биотехнологических площадок. Огра-
ничение по доступу к конфокальному микроскопу может 
возникнуть при определении жизнеспособности клеток 
3D-структур с помощью флуоресцентных красителей, та-
ких как PI или Hoechst 33342 [74, 75]. 

В других случаях используют стандартные автоматизи-
рованные для 2D-структур колориметрические, флуориме-
трические и люмометрические методы. Среди них более 
подходящим для 3D-клеточных конструкций считается 
анализ на основе АТФ с люминесцентными показаниями 
[76]. Для данного рода исследований существуют готовые 
наборы производства Promega Corporation (США), отдель-
ные как для 2D- (CellTiter-Glo) [53], так и для 3D-структур 
(CellTiter-Glo 3D) [77]. Разработчики продемонстрировали 
более высокую способность буфера для 3D-структур лизи-
ровать небольшие сфероиды, что может свидетельствовать 
о получении более надёжных результатов, однако в ряде 
работ опровергается данный факт и говорится о сопоста-
вимых результатах, получаемых с использованием обоих 
наборов [77]. Для клеточных систем с 3D-коллагеновыми 
каркасами исследователи советуют использовать наборы 
реагентов с литическим компонентом. Например, при рас-
творении такого каркаса к получаемой клеточной суспен-
зии эффективно применять метод FACS с использовани-
ем BrdUTP, однако в этом случае выявить расположение 
жизнеспособной клеточной популяции внутри трёхмерной 
структуры не представляется возможным. Для получения 
такой информации рекомендуют использовать красители 
Live/Dead и визуализировать результат с помощью конфо-
кальной микроскопии и создания Z-стэков, но при этом 
следует учитывать ряд ограничений, таких как рабочее 
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расстояние микроскопа и пропускная оптическая способ-
ность каркаса или гидрогеля [78]. 

Неоднозначные результаты получаются также 
при сравнении методов, основанных на восстановлении 
резазурина и тетразолия [79]. Для данного типа анали-
зов существенным критерием служит выбор каркаса. 
Так, при использовании коллагеновых матриц возмож-
но искажение результатов тестов на основе резазурина 
в сравнении с 2D-структурами, так как молекулы реза-
зурина застревают в порах носителя [69]. Данные неточ-
ности можно предотвратить, если учитывать диффузию 
красителей через поры каркаса или увеличить время 
инкубации. 

В лаборатории клеточной биологии ФГБУ ФНКЦ ФХМ 
им. Ю.М. Лопухина ФМБА России продемонстрировано 
успешное определение жизенспособности мозговых 
сфероидов без синтетических каркасов с использовани-
ем одного из самых распространённых флуоресцентных 
красителей PrestoBlue, а также предложен протокол 
оценки качества полученного биомедицинского кле-
точного продукта, который представляет собой имплант 
хряща из аутологичных слоёв хондроцитов (3–5 сло-
ёв) — мультихондропласт или сфероиды из хондроци-
тов [80].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
На данный момент существует множество техно-

логий анализа, которые можно применять для оценки 
жизнеспособности клеток, цитотоксичности и пролифе-
ративной активности. Каждый метод имеет свои пре-
имущества и недостатки, что необходимо иметь в виду 
при проведении эксперимента. Можно выделить не-
сколько методов для оценки жизнеспособности клеток. 
Безусловно, одним из самых чувствительных и быстрых 
тестов является анализ измерения АТФ, однако стоит 
принять во внимание, что измерения в конечной точ-
ке проводятся с разрушением клеточных структур. Не 
уступают по чувствительности и менее дорогие анало-
ги — анализы восстановления тетразолия и резазурина, 
последний из которых является наиболее современным, 
безопасным и эффективным красителем. Тем не менее 
при выборе метода оценки жизнеспособности клеток 
в 2D- и 3D-структурах стоит опираться на ряд факто-
ров, таких как эффективность, быстрота, безопасность, 

воспроизводимость, сохранность образца, совмести-
мость с биоматериалом, типом клеточной линии. В со-
ответствии со спецификой метода и эксперимента не-
обходимо подбирать уникальные для данной клеточной 
системы условия теста на жизнеспособность, чтобы 
на выходе получить релевантные результаты.
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