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Рассмотрены современные методы изучения апоптотической гибели клеток in vitro и in vivo. Показано, что наблюдение апоптоза 
основано на регистрации характерных клеточных изменений: потери целостности и деполяризации плазматической мембраны, экспо-
зиции фосфатидилсерина и фосфатидилэтаноламина на поверхности клеточной мембраны, активации каспаз, деполяризации мито-
хондриальной мембраны, фрагментации ДНК, изменении уровня биохимических маркеров. Основными методами исследования апоп-
тоза in vitro являются световая и электронная микроскопия, проточная цитометрия, флюоресцентная микроскопия, иммуногистохимия, 
иммуноферментный анализ, вестерн-блот, электрофорез и TuNEL-метод. Важную роль в наше время играют неинвазивные методы 
изучения апоптоза in vivo с возможностью регистрации этого процесса в тканях, органах и организме в целом: позитронно-эмиссион-
ная томография (ПЭТ), однофотонная эмиссионная компьютерная томография (ОФЭКТ), магнитно-резонансная томография (МРТ), 
флюоресцентная спектроскопия, FLIM/FRET-имиджинг. Большое внимание уделено поиску контрастных агентов, специфичных к раз-
личным молекулам апоптотического каскада. Показано, что характер апоптотических реакций может служить маркером эффективнос-
ти рациональной химиотерапии и помогать в ее выборе. Отмечено, что все б�льшую популярность приобретает комбинация нескольких 
методов исследования апоптотической гибели клеток, например ОФЭКТ и оптический имиджинг, ПЭТ и оптический имиджинг, ПЭТ и 
МРТ. В перспективе с помощью этих методов можно будет не только определять тяжесть заболевания, но и оценивать эффективность 
лечения.
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The review concerns modern research techniques of apoptotic cell death in vitro and in vivo. Apoptosis monitoring has been shown 
to be based on recording characteristic cell changes: integrity loss and depolarization of plasma membrane, phosphatidylserine and 
phosphatidylethanolamine exposure on cell membrane surface, activation of caspases, mitochondrial membrane depolarization, DNA 
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fragmentation, the changed level of biochemical markers. The major techniques for in vitro apoptosis studies are light and electron microscopy, 
flow cytometry, fluorescent microscopy, immunohistochemistry, enzyme immunoassay, Western blotting, electrophoresis and TuNEL technique. 
Currently, noninvasive techniques used to study apoptosis in vivo are of great importance since they are capable of recording the process in 
tissues, organs and the whole body: positron emission tomography (PET), single-photon emission computed tomography (SPECT), magnetic 
resonance imaging (MRI), fluorescent spectroscopy, FLIM/FRET-imaging. great attention is paid to the search for contrast agents specific to 
various molecules of an apoptotic cascade. The nature of apoptotic reactions has been demonstrated to serve as a marker of chemotherapeutic 
efficiency and help choosing chemotherapy. A combination of several techniques to study apoptotic cell death has been found to gain its 
popularity, e.g. SPECT and optical imaging, PET and optical imaging, PET and MRI. In the long term, by means of these techniques it will be 
possible both to determine the disease severity and also assess the treatment efficiency.

Key words: apoptosis; cytoplasmic membrane; phosphatidylserine; caspase; mitochondria; DNA.

Апоптоз представляет собой процесс программиру-
емой клеточной гибели, который контролируется гене-
тически и присущ всем клеткам млекопитающих [1–3]. 
Он играет важную роль в росте и дифференцировке 
клеток, развитии целого организма и поддержании тка-
невого гомеостаза. Знание молекулярных механизмов, 
участвующих в запуске и реализации апоптоза, спо-
собствует пониманию процессов, вовлеченных в разви-
тие многих заболеваний, в том числе онкологических 
[3, 4]. Факторы, участвующие в регуляции клеточной ги-
бели, в настоящее время рассматриваются в качестве 
основных мишеней противоопухолевого воздействия, а 
характер апоптотических реакций может служить мар-
кером эффективности рациональной химиотерапии и 
помогать в ее выборе [4–7].

К настоящему времени для качественного и коли-
чественного анализа апоптотических реакций в клетке 
предложено большое количество методов, позволив-
ших раскрыть многие механизмы, лежащие в основе 
апоптоза [8]. Эти методы наблюдения основаны на ре-
гистрации характерных клеточных изменений  — мор-
фологических, биохимических и молекулярных (рис. 1) 
[8, 9]. Накоплен значительный 
материал о механизмах апопто-
тической гибели клеток, однако 
бóльшая часть работ, посвящен-
ных ее изучению, на сегодняшний 
день выполнена на клеточных куль-
турах — in vitro. В последние годы 
идет активный поиск и разработка 
неинвазивных методов изучения 
апоптоза in vivo с возможностью 
регистрации этого процесса в тка-
нях, органах и организме в целом 
[8, 10].

Морфологические изменения  
и деполяризация 
плазматической мембраны

Морфологическая картина 
апоптоза включает уменьшение 
объема клетки, сморщивание 
цитоплазматической мембраны, 
конденсацию ядра, разрывы нити 
ядерной ДНК и последующий 

распад ядра на части, фрагментацию клетки на мем-
бранные везикулы с внутриклеточным содержимым 
(апоптотические тельца), фагоцитирующиеся макро-
фагами и соседними клетками [5].

Наиболее доступным и простым методом выявления 
апоптотических клеток и изучения их морфологических 
особенностей служит световая микроскопия гистологи-
ческих препаратов. Для этого используют тонкослой-
ные срезы тканей, окрашенные азуром А или гематок-
силином и эозином [11–14].

Характерные для апоптотических клеток ультра-
структурные изменения можно обнаружить методом 
электронной микроскопии. С помощью этого метода 
продемонстрированы ультраструктурные особеннос-
ти клеток при апоптозе, активированном различными 
индукторами. В целом электронная микроскопия счита-
ется более надежным способом изучения апоптоза по 
сравнению со световой [15, 16].

Морфологические изменения доступны для иссле-
дования также с помощью метода проточной цито-
метрии. Снижение интенсивности светорассеяния от-
мечено на ранних стадиях апоптотического процесса 

Рис. 1. Основные клеточные изменения при апоптозе [8]
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вследствие сморщивания цитоплазмы клетки. Однако 
изменения светорассеяния не являются специфичес-
кими маркерами при развитии любой формы клеточ-
ной гибели, поэтому данный анализ следует совме-
щать с другими методами, обеспечивающими тонкую 
идентификацию молекулярного профиля клеточной 
гибели [17].

Для оценки нарушения структуры и деполяризации 
плазматической мембраны при апоптозе in vivo проде-
монстрированы возможности использования методов 
позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ) и одно-
фотонной эмиссионной компьютерной томографии 
(ОФЭКТ) [10, 18]. В основе этого подхода лежит при-
менение меченных радиоизотопами веществ, специ-
фичных к различным молекулам и накапливающихся 
в апоптотических клетках. В последние годы создано 
большое число радионуклидных изотопов с использо-
ванием различных хелаторов и ко-лигандов. В частнос-
ти, для изучения деполяризации цитоплазматической 
мембраны и внутриклеточного pH при апоптотической 
гибели клеток разработано семейство маленьких мо-
лекул Aposense [10, 18, 19]. На основе этих молекул 
в 2008 г. для оценки деполяризации клеточной мемб-
раны методом ПЭТ был создан радиоизотоп 18F-ml-10 
(18F-меченая 5-фторпентил-2-метилмалоновая кислота) 
[20, 21]. Первое исследование использования данного 
радиоизотопа на людях показало его безопасность, 
стабильность и быстрое выведение из организма [22, 
23]. В настоящее время клинические исследования вы-
полняются с применением 18F-ml-10 для изучения де-
поляризации плазматической мембраны при апоптозе 
опухолевых клеток и оценки эффективности химиоте-
рапии [24].

Для визуализации апоптоза in vivo методом ОФЭКТ 
предложен радиоизотоп 123I-меченый ml-10. Показано 
его поглощение опухолевыми клетками линии Daudi в 
зависимости от уровня pH у мышей при лечении цикло-
фосфамидом и радиотерапией [25].

Экспозиция фосфатидилсерина  
и фосфатидилэтаноламина на поверхности 
цитоплазматической мембраны

В живых клетках фосфолипиды плазматической 
мембраны характеризуются асимметричным распреде-
лением: фосфатидилхолин и сфингомиелин расположе-
ны на наружной стороне липидного бислоя, в то время 
как фосфатидилсерин (ФС) и фосфатидилэтаноламин 
(ФЭ) локализованы на его внутренней поверхности. 
В процессе апоптоза эта асимметрия нарушается, ФС 
и ФЭ появляются на поверхности мембраны клетки и 
могут служить показателем запуска процесса апоптоза 
[7, 8, 18, 26].

В качестве соединения, маркирующего апоптоти-
ческие клетки, используют рекомбинантный белок ан-
нексин V, обладающий высокой аффинностью к ФС. 
Аннексин V — Ca2+-зависимый белок с молекулярной 
массой 35–36 кДа [18, 27]. Для детекции ФС применя-
ют методы проточной цитометрии и флюоресцентной 
микроскопии с использованием аннексина V, конъюги-

рованного с флюоресцентным красителем, например 
FITC [10, 28]. Однако из-за того, что перемещение ФС 
с внутренней поверхности цитоплазматической мемб-
раны на наружную наблюдается и при некрозе, аннек-
син V стал использоваться вместе с такими катион-
ными красителями, как 7-ADD или пропидиум иодид 
(PI), которые связываются с неповрежденной ДНК, но 
способны проникать внутрь клетки только при нару-
шении целостности цитоплазматической мембраны. 
Комбинированная окраска аннексином V — FITC и 
PI позволяет идентифицировать живые клетки (ан-
нексин V–/PI–), ранние проапоптотические изменения 
(аннексин V+/PI–), позднюю стадию апоптоза, сопро-
вождающуюся вторичным некрозом клеток, и некро-
тический вариант клеточной гибели (PI+). Таким обра-
зом, данный метод позволяет отличить живые клетки 
от клеток, находящихся в апоптозе, и некротических 
клеток [17, 28, 29].

Благодаря высокому сродству аннексина V к мемб-
ранному ФС были разработаны различные радионук-
лидные изотопы с аннексином V для визуализации 
ФС in vivo методами ПЭТ и ОФЭКТ [9, 10]. Наиболее 
изученный и широко используемый радиоизотоп для 
изучения апоптоза — 99mTc-меченый-аннексин V, ко-
торый нашел свое применение в онкологии [18, 30]. 
В настоящее время 99mTc-HYNIC-аннексин V — единст-
венный радиоизотоп, который прошел 2-ю и 3-ю фазы 
клинических испытаний при лечении пациентов с ра-
ком легких [31, 32]. У всех пациентов отмечено уве-
личение поглощения аннексина V опухолью, кроме 
того, существенные корреляции были найдены меж-
ду поглощением аннексина V и результатом лечения. 
Разработаны также 18F- и 68Ga-меченый аннексин V 
для исследования апоптотической гибели клеток in 
vivo [10, 18, 33] (рис. 2). Тем не менее использование 
аннексина V in vivo сопряжено с такими трудностями, 
как медленная фармакокинетика и высокая иммуно-
генность. 

В последние годы ведется поиск низкомолекуляр-
ных соединений для изучения апоптоза [34]. В 1995 г. 
из ФС карбоксилазы был получен пептид из 14 амино-
кислот, PsBP-0, специфически связывающий ФС [35]. 
В 2011 г. он был модифицирован и приобрел большую 
аффинность к ФС [36]. Исследования показали, что 
уровень радиоизотопа sAAC(99mTc)-PsBP-6 у мышей с 
меланомой становился выше после лечения. Это ука-
зывает на то, что данный пептид может быть исполь-
зован для изучения раннего ответа опухоли на химио-
терапию [37].

Для определения ФЭ на поверхности клеточной 
мембраны методом ПЭТ разработан тетрациклический 
пептид, состоящий из 19 аминокислот, с молекуляр-
ной массой 2 кДа — дурамицин [38]. В 2008 г. 99mTc-
меченый дурамицин с HYNIC в качестве лиганда был 
применен для визуализации апоптоза in vivo [39, 40]. 
Позднее в качестве нового радиоизотопа для визуали-
зации апоптоза был предложен 18F-меченый дурами-
цин — [18F]FPДурамицин [41]. Он был успешно исполь-
зован для изучения апоптоза опухолевых клеток после 
лечения циклофосфамидом и цисплатином у мышей 
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методом ПЭТ. Однако фармакокинетика показала ак-
кумуляцию [18F]FPДурамицина в печени и селезенке, 
что ограничивает его применение in vivo.

Другой метод, используемый для изучения апоп-
тоза в клетках in vivo, — оптический имиджинг [42, 
43]. Недавно разработанные способы оптического 
имиджинга обеспечивают визуализацию апоптоза в 
тканях и целом организме животных [10]. В послед-
ние годы все большее внимание исследователей в 
этой области привлекает комбинация различных ин-
фракрасных флюорофоров и лигандов [44]. Для оп-
тического имиджинга апоптоза в опухолях in vivo был 
применен аннексин V, меченный инфракрасным флюо-
рофором Cy 5.5 [45]. В частности, он был использован 
при исследовании апоптоза в опухолях во время хи-
миотерапии методом флюоресцентной томографии. 
Было установлено увеличение флюорофор-ассоции-
рованного сигнала в леченых опухолях в сравнении с 
контролем [46].

Метод магнитно-резонансной томографии (МРТ) 
также используется для имиджинга апоптоза in vivo. 
Для определения ФС на поверхности плазматической 
мембраны методом МРТ применяют биотинилиро-
ванный аннексин V, связанный с Gd-DTPA-мечеными 
липосомами [47, 48]. Для метода МРТ используют и 
суперпарамагнитные наночастицы оксида железа, ко-
нъюгированные с С2A-доменом белка синаптотагми-
на, специфичного к ФС [49]. Визуализация апоптоза 
методом МРТ была продемонстрирована in vitro в изо-
лированных опухолевых клетках и in vivo в опухолях, 
леченных химиопрепаратами. Показано более высокое 
накопление контраста в опухоли в сравнении с контро-
лем [50].

Активация каспаз

В большинстве случаев в клетках животных и чело-
века апоптоз связан с протеолитической активацией 
каскада каспаз — семейства эволюционно консерва-
тивных цистеиновых протеаз, которые специфически 
расщепляют пептидную связь, образованную после 

остатков аспарагиновой кислоты [51]. Каспазы клас-
сифицируются на две основные группы: каспазы-1 
(каспаза-1, 4, 5, 13 и 14) и каспазы-2, играющие цент-
ральную роль в процессе апоптоза (каспаза-2, 3, 6–10). 
Последняя группа подразделяется на инициаторные 
(каспаза-2, 8, 9 и 10) и эффекторные (каспаза-3, 6 и 7) 
[51, 52]. Различные механизмы индукции апоптоза че-
рез мембранные рецепторы или митохондрии сходятся 
на уровне каспазы-3, поэтому измерение ее активности 
является одним из наиболее информативных методов 
выявления апоптоза [6, 10].

Активность каспазы-3 может быть определена ме-
тодами иммуногистохимии (ИГХ), иммунофермент-
ного анализа (ИФА) или вестерн-блота с использова-
нием моно- и поликлональных антител, специфичных 
для каспазы-3. Однако данные методы не позволяют 
регистрировать динамику активации фермента [28, 
29, 53–55].

Другим широко применяемым методом для изучения 
активности каспаз является проточная цитометрия с ис-
пользованием высокоспецифичных пептидных субстра-
тов или ингибиторов, меченных флюорофорами [17].

В последние годы визуализацию апоптоза в живых 
клетках в динамике проводят с помощью флюорес-
центного имиджинга (микроскопия, томография) и 
флюоресцентной спектроскопии. В качестве маркеров 
активации каспазы-3 при этом широко используются 
флюоресцентные белки. Основной подход заключает-
ся в применении так называемых FRET (Förster reso-
nance energy transfer) сенсоров, которые представля-
ют собой пару белков (донор и акцептор), связанных 
пептидной последовательностью DEVD. В связанном 
состоянии при возбуждении донора происходит ре-
зонансный перенос энергии на акцептор, что ведет к 
уменьшению интенсивности флюоресценции донора, 
в то время как флюоресценция акцептора увеличива-
ется [56–63]. При этом время жизни флюоресценции 
донора во FRET-паре ниже по сравнению с его сво-
бодным состоянием [59, 64]. При запуске апоптоза и 
активации каспазы-3 последовательность DEVD рас-
щепляется и FRET-реакция становится невозможной. 

Контроль

Доксорубицин

Рис. 2. Визуализация апоптоза методом 
ПЭТ с использованием 18F-меченого ан-
нексина V у мышей с плоскоклеточным 
раком головы и шеи Um-sCC-22B до и 
после лечения доксорубицином [33]
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Наиболее популярный FRET-сенсор для детекции 
активации каспазы-3 — sCAT3, состоящий из белков 
ECFP и Venus [63, 65–69]. Недавно был предложен 
сенсор для одновременного исследования активности 
каспазы-8 и каспазы-3, состоящий из трех флюорес-
центных белков — seCFP, Venus и mRFP1, связанных 
двумя линкерами IETD и DEVD [70]. Использование 
FRET-сенсоров и методов флюоресцентной визу-
ализации позволяет наблюдать пространственно-
временну′ю динамику активации каспазы-3 в отде-
льных живых клетках in vitro и in vivo по изменению 
интенсивности или времени жизни флюоресценции. 
Следует отметить, что флюоресцентный имиджинг с 
временным разрешением FlIm (fluorescence life-time 
imaging microscopy) считается одним из наиболее точ-
ных методов оценки эффективности FRET-реакции 
[59, 66, 71–77] (рис. 3). С помощью данного метода на 
различных линиях опухолевых клеток in vitro и in vivo 
показана, в частности, активация процесса апоптоза 
при использовании химиопрепаратов [58, 59, 66].

Ключевое значение для прижизненного оптичес-
кого наблюдения апоптоза в органах и тканях имеет 
глубина проникновения света. Известно, что ткани 
животных наиболее прозрачны в красной и ближ-
неинфракрасной областях спектра, поэтому усилия 
ученых в последние годы направлены на создание 
флюоресцентных белков и разработку FRET-сенсо-
ров, работающих в данном диапазоне. Были выделе-
ны следующие флюоресцентные белки с эмиссией в 
оранжево-красной области: mRFP, Katushka, mKate2, 
IFP1.4, iRFP670, iRFP682, iRFP702, iRFP720 и др. [78–
80]. Применение их позволяет увеличить глубину ви-
зуализации, снизить влияние собственной флюорес-
ценции тканей и токсическое действие зондирующего 
излучения [81–86].

Другой подход к оценке активности каспаз состоит в 
использовании различных веществ, меченых радиоизо-
топами. В 2001 г. появились первые данные об актив-

ности и селективности ряда изатиновых аналогов кас-
пазы-3. В 2008 г. был синтезирован и охарактеризован 
18F-меченый аналог изатина. Радиоизотоп [18F]ICmT-11 
был использован при изучении апоптоза in vitro и in 
vivo на животных методом ПЭТ. Исследование in vivo 
с помощью [18F]ICmT-11 выявило более высокую актив-
ность каспазы-3 в опухолевых клетках после лечения 
циклофосфамидом. При этом сигнал увеличивался 
в течение первых 24 ч после химиотерапии у мышей 
с В-клеточной лимфомой 38C13 [87]. Доклинические 
исследования [18F]ICmT-11 показали безопасность его 
применения на человеке [88].

Для визуализации активности ферментов апоп-
тотического каскада ведутся разработки в области 
магнитно-резонансной томографии 1Н-МРТ. Однако 
существенным ограничением данного метода являет-
ся высокий фоновый сигнал, и потому внимание мно-
гих исследователей сфокусировано на использовании 
19F-МРТ. Для определения активности каспазы-3 был 
синтезирован 19F-МРТ-контраст Gd-DOTA-DEVD-Tfb, со-
стоящий из Gd3+-комплекса, пептидной группы DEVD и 
19F-содержащей группы (Tfb). При расщеплении DEVD-
последовательности каспазой-3 19F-МРТ-пик становит-
ся острее и выше, что указывает на нарушение пара-
магнитного эффекта между Gd3+ и 19F [10].

Деполяризация митохондриальной мембраны

Известно, что митохондрии играют важную роль в 
апоптозе [10, 89, 90]. Нарушение мембранного потен-
циала ∆ψm и проницаемости мембраны митохондрий 
может возникнуть в результате окислительного стрес-
са или после химиотерапии, что приводит к высвобож-
дению внутримембранных белков, включая цитохром С 
[91, 92]. Деполяризация мембраны митохондрий проис-
ходит на ранних стадиях апоптоза до основных морфо-
логических и биохимических изменений. Мониторинг 
мембранного потенциала может дать информацию о 
кинетике апоптотических процессов в исследуемых 
тканях [8].

Благодаря способности накапливаться в митохон-
дриях в качестве молекул-зондов для выявления ∆ψm 
используются мембраносвязанные липофильные кати-
онные флюорофоры, в частности родамин 123 (Rh123); 
3,3'-дигексилоксакарбоцианин (DiOC6); 5,5',6,6'-тетра-
хлоро-1,1',3,3'-тетраэтилбензимидазолил-карбоцианин 
йодид (JC-1) и другие флюоресцентные красители (на-
пример, TmRE, TmRm), что позволяет регистрировать 
∆ψm по интенсивности флюоресценции [28, 29, 55, 93]. 
При этом анализ ∆ψm проводится как в одиночных 
клетках, так и в изолированных митохондриях методом 
проточной цитометрии.

В 2007 г. 18F-меченый катион фосфония (18F-FBnTP) 
был использован для неинвазивного определения мем-
бранного потенциала митохондрий методом ПЭТ [94]. 
Катионы фосфония могут проходить через липидный 
бислой благодаря их липофильности и положительно-
му заряду и аккумулироваться внутри митохондрий. 
При потере мембранного потенциала во время апопто-
за концентрация катионов фосфония в клетке умень-

В
ре

м
я 

ж
из

ни
 ф

лю
ор

ес
це

нц
ии

, н
с

Контроль

Стауроспорин 
2 мкмоль, 

2,5 ч

а б

Рис. 3. FlIm/FRET-имиджинг апоптоза в 3D-культуре опу-
холевых клеток линии Hela, экспрессирующих ECFP-
DEVD-EYFP, до и после действия стауроспорина in vitro: 
а — интенсивность флюоресценции; б — время жизни 
флюоресценции; размер бара — 50 мкм [76]
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шается. В 2009 г. 18F-FBnTP был применен in vivo при 
лечении опухолей простаты у мышей [95].

Фрагментация ДНК

Во время апоптоза под действием эндонуклеаз 
происходят многочисленные разрывы нитей ДНК, в 
результате чего образуется множество 3'-концов [96]. 
Для выявления этого процесса широко применяют 
TUNEl-метод (terminal deoxynucleotided transferase-me-
diated dUTP-biotin nick-end labelling), или терминальное 
дезоксиуридиновое мечение концов [55]. Суть TUNEl-
метода заключается в специфическом связывании 
с 3'-концом разорванной нити ДНК дезоксиуридин-
трифосфата, меченого биотином. Такое связывание 
осуществляется ферментом дезоксинуклеотидтранс-
феразой. Этот метод считается надежным и специфи-
ческим способом выявления апоптоза, так как направ-
лен на верификацию основного феномена — распада 
ДНК под действием mg2+/Ca2+-зависимых эндонуклеаз 
с образованием фрагментов, размеры которых крат-
ны размеру одной нуклеосомы [10–12, 97, 98]. Одна 
из последних модификаций TUNEl-метода позволяет 
выявить фрагментацию ДНК в образце, содержащем 
всего 5 нг ДНК, так что чувствительность этого мето-
да более чем в 200 раз выше, чем при рутинном спо-
собе окраски.

Стоит отметить, что олигонуклеосомная деграда-
ция хроматина выявляется значительно раньше при-
знаков апоптоза, видимых при световой микроскопии, 
и может быть определена методом электрофореза 
[99, 100]. Доказательством наличия апоптоза служит 
выявление дискретной «лесенки» с размером фраг-
ментов, кратным 200 парам азотистых оснований 
(одной нуклеосоме), что подтверждается с помощью 
маркеров молекулярной массы. Необходимость та-
кого контроля обусловлена тем, что при разрушении 
ДНК с помощью дезоксирибонуклеаз, наблюдаемом 
при некрозе, также возможно выявление «лесенки», 
однако не олигонуклеосомной, а олигонуклеотидной, 
с массой фрагментов, кратной одному основанию. 
Все эти обстоятельства вынуждают контролировать 
результаты TUNEl-метода и ДНК-электрофореза све-
товой микроскопией с верификацией морфологичес-
ких признаков апоптоза.

Выход моно- и олигонуклеотидных фрагментов ДНК 
из ядра в цитоплазму апоптотирующих клеток можно 
регистрировать методами ИГХ и ИФА с использова-
нием моно- и поликлональных антител, специфичных 
для нуклеосомных фрагментов ДНК, содержащихся в 
лизате апоптотических клеток [100]. Чувствительность 
такого метода более чем в 500 раз выше выявления 
фрагментации ДНК с помощью гель-электрофореза. 
К существенным преимуществам метода следует от-
нести возможность одновременного анализа большого 
количества образцов, к основным недостаткам — не-
обходимость анализа свежих образцов, поскольку хра-
нение может привести к существенному ослаблению 
реакции.

Часто для выявления апоптотических клеток ис-

пользуется метод флюоресцентной микроскопии с 
флюоресцентными красителями, специфически свя-
зывающимися с ДНК: DAРI, Hoechst 33342, акридино-
вый оранжевый и бромистый этидий [63, 68]. При этом 
исследуют как витально окрашенные клетки во взве-
си, так и фиксированные препараты. Обычно призна-
ком апоптоза при использовании флюоресцентной 
микроскопии служит выявление ярко светящегося 
конденсированного хроматина. Совмещая обработку 
ДНК специфическими красителями с применением 
проточной цитометрии, можно произвести количест-
венный учет апоптоза в клеточной суспензии. Чаще 
всего для этой цели используют обработку йодидом 
пропидия [16, 17].

Для детекции повреждения ДНК при апоптозе в ус-
ловиях in vivo продемонстрировано применение ме-
тода ОФЭКТ [101]. Обнаружение повреждений в этом 
случае производят по сигнальному белку γH2AX, 
который связывается при апоптозе с поврежденной 
нитью ДНК и может быть выявлен с помощью флюо-
рофор- или 111In-DOTA-меченых антител. Показано 
увеличение сигнала при использовании метода 
ОФЭКТ после лечения блеомицином рака груди на 
модели животных.

Биохимические маркеры апоптоза

Методы ИГХ, ИФА и вестерн-блот используют для 
определения протеинов, составляющих каскад биохи-
мических процессов, приводящих к апоптозу [54]. На 
основании этих данных делают выводы о возможнос-
ти вступления клеток в апоптоз, но не об уровне этого 
процесса в популяции клеток [16, 29, 67, 102]. Обычно 
используют поли- и моноклональные антитела к про-
теинам р53 — ДО-7, РАВ-1801 (для выявления wt р53 
и mt р53), РАВ-240 (для определения только mt р53) и 
др. Кроме антител к р53 применяют иммуноглобулины 
к другим ключевым точкам генетической программы 
апоптоза — всl-2, bax, mPm-2, RB, Fas (моноклональ-
ные антитела ICO-160, анти-Fas, анти-АРО-1), цикли-
нам, каспазам и т.д.

Для визуализации апоптоза в живых клетках приме-
няют флюоресцентный имиджинг и FlIm с использова-
нием FRET-сенсоров к проапоптотическим факторам. 
В частности, разработан сенсор, состоящий из флюо-
ресцентных белков YFP и CFP, для определения акти-
вации Bid и запуска апоптоза [103].

Сведения о различных методах выявления апоп-
тотической гибели клеток in vitro и in vivo обобщены в 
таблице.

Следует подчеркнуть, что в последние годы ос-
новные исследования в данной области посвящены 
разработке методов наблюдения апоптоза in vivo, что 
имеет большое значение для клинической медицины. 
Большую популярность приобретает комбинирование 
нескольких методов, например ОФЭКТ и КТ, ОФЭКТ и 
оптического имиджинга, ПЭТ и оптического имиджин-
га, ПЭТ, ОФЭКТ и КТ, ПЭТ и МРТ [10, 104–106]. В пер-
спективе с помощью таких комбинаций методов мож-
но будет не только определять тяжесть заболевания, 
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злокачественность опухоли, но и оценивать эффектив-
ность лечения и прогнозировать рецидивы.
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