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РЕЗЮМЕ 

Проблема атеросклероза, формирующего патологическую основу ишемической болезни сердца, являет-
ся одной из наиболее обсуждаемых в развитии сердечно-сосудистых заболеваний. Это хроническое вос-
палительное заболевание включает комплекс сложных взаимодействий между различными клетками, а 
атеросклеротическая бляшка представляет собой сложную иммунологическую среду. Современные коли-
чественные методы повышают понимание патофизиологических процессов, ответственных за прогресси-
рование атеросклеротической бляшки. Проточная цитометрия представляет собой мощный современный 
метод, позволяющий проводить комплексный анализ клеток одновременно. Данный обзор посвящен на-
учным исследованиям атеросклероза и ишемической болезни сердца, выполненным с помощью метода 
проточной цитометрии.
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ABSTRACT

The problem of atherosclerosis, which forms the pathological basis of coronary artery disease (CAD), is one of 
the most discussed ones in development of cardiovascular diseases. This chronic inflammatory disease involves 
interactions between different cells, and an atherosclerotic plaque is a complex immunological environment. Modern 
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ВВЕДЕНИЕ
Более 50 лет назад был разработан новый метод 

диагностики – импульсная цитофотометрия, кото-
рый с 1978 г. стал называться «проточная цитоме-
трия». Сегодня проточная цитофлуориметрия – ме-
тодика исследования дисперсионных субстанций в 
режиме поштучного анализа частиц, входящих в со-
став дисперсионной фазы по сигналам, получаемым 
в ходе флуоресценции и рассеивания света. Проточ-
ная цитофлуориметрия базируется на совокупности 
современных цитохимических флуоресцентных ме-
тодов анализа структурных компонентов клеток и их 
антигенов. Это современный и очень функциональ-
ный метод, который позволяет разносторонне анали-
зировать различные популяции клеток [1].

ПРИНЦИПЫ МЕТОДА ПРОТОЧНОЙ  
ЦИТОМЕТРИИ

Физические принципы проточной цитометрии 
просты: суспензию клеток, предварительно инку-
бированную с флуорохромами, помещают в поток 
жидкости, пропускаемый через проточную ячейку. 
Это порождает эффект гидродинамического фоку-
сирования: исследуемые клетки выстраиваются в це-
почку и в таком порядке пересекают пучок лазерных 
лучей. Таким образом происходит анализ каждой от-
дельно взятой клетки. 

Свет, исходящий от флуорохромов, фокусиру-
ют при помощи оптической системы, состоящей из 
нескольких зеркал и линз, а затем раскладывают на 
определенные компоненты. Полученные световые 
сигналы преобразуют в электрические импульсы и 
анализируют при помощи специального программ-
ного обеспечения. Всего за несколько секунд сквозь 
проточную кювету проходят тысячи клеток, позво-
ляя исследователю сделать вывод о составе и харак-
теристиках клеточной суспензии.

quantitative methods increase the understanding of the pathophysiological processes responsible for progression of 
atherosclerotic plaques. Flow cytometry is a powerful modern method that allows for a complex and simultaneous 
cell analysis. This review is devoted to studies on atherosclerosis and CAD performed using flow cytometry.
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Проточная цитометрия является мощным мето-
дом с массой достоинств: быстрый анализ, анализ 
большого количества клеток (до 107 клеток в секун-
ду), объективное измерение интенсивности флуо-
ресценции, получение данных для отдельной кле-
точной популяции, одновременный анализ разных 
процессов, способность охарактеризовать редкие 
события [1].

МЕТОД ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ  
В ИССЛЕДОВАНИЯХ ИШЕМИЧЕСКОЙ  
БОЛЕЗНИ СЕРДЦА И АТЕРОСКЛЕРОЗА

Проблема атеросклероза и вызываемых им ос-
ложнений является одной из наиболее обсуждаемых 
в развитии сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ). 
Атеросклероз развивается длительно и формирует 
патологическую основу ишемической болезни серд-
ца (ИБС). Это сложное хроническое воспалительное 
заболевание включает взаимодействие между раз-
личными клетками. Новые технологии, в частности 
проточная цитометрия, позволяют проводить ком-
плексный анализ разных клеток одновременно.

Одним из основных патофизиологических меха-
низмов развития атеросклероза является нарушение 
структурной целостности и функциональной ак-
тивности сосудистого эндотелия. Циркулирующие 
эндотелиальные клетки, отделяющиеся от стенки 
эндотелия в процессе его повреждения, могут вы-
ступать прямым клеточным маркером дисфункции 
эндотелия [2, 3].

С помощью метода проточной цитометрии вы-
явили, что наличие более трех циркулирующих эн-
дотелиальных клеток на 3 × 105 лейкоцитов в пери-
ферической крови увеличивает относительный риск 
развития ИБС у женщин молодого и среднего воз-
раста в 4 раза, а у женщин с ИБС повышает риск раз-
вития острого инфаркта миокарда в 8 раз [2].
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Эндотелиальные прогениторные клетки, облада-
ющие способностью к самообновлению и диффе-
ренцировке, участвуют в процессах восстановления 
эндотелия и формирования новых кровеносных со-
судов. Процесс привлечения и миграции эндотели-
альных прогениторных клеток в организме управ-
ляется клетками, находящимися непосредственно в 
зоне повреждения [4]. Большинство клеток-предше-
ственников созревают из гематопоэтических ство-
ловых клеток, в основном находящихся в костном 
мозге, периферической крови и пупочном канатике, 
но также присутствующих в селезенке, кишечнике, 
печени, жировой ткани и адвентиции. Независимо 
от своего источника все гематопоэтические стволо-
вые клетки являются носителями маркеров CD34+ и 
CD133+ [4].

Эндотелиальные прогениторные клетки харак-
теризуются экспрессией поверхностных маркеров: 
рецептора 2-го типа сосудистого эндотелиального 
фактора роста (VEGFR-2), СD31, эндотелиальной 
синтазы оксида азота (NO) и сосудистого эндоте-
лиального кадгерина. Поэтому для идентификации 
эндотелиальных прогениторных клеток использу-
ют поверхностные маркеры гематопоэтических и 
эндотелиальных клеточных линий, такие как CD34, 
CD133, VEGFR-2 либо рецептор домена киназы 
(KDR) [4, 5]. У больных с артериальной гипертонией 
при высоком уровне липопротеинов низкой плотно-
сти (ЛПНП) количество и миграционная способность 
циркулирующих эндотелиальных прогениторных 
клеток снижены [6, 7]. Количество и функциональ-
ная активность циркулирующих эндотелиальных 
прогениторных клеток в крови являются независи-
мым предиктором заболеваемости и смертности от 
сердечно-сосудистых заболеваний [8].

Участие в атерогенезе эндотелиальных прогени-
торных клеток не вызывает сомнений. В исследова-
нии S. Ai и соавт. при оценке экспрессии рецептора 
витамина D (VDR) обнаружено, что у пациентов с 
ИБС значительно экспрессия VDR на циркулирую-
щих эндотелиальных прогениторных клетках была 
снижена и отрицательно коррелировала с уровнем 
гликированного гемоглобина. Стойкое высокое со-
держание глюкозы в сыворотке крови снижало экс-
прессию VDR на эндотелиальных прогениторных 
клетках, что потенциально может ускорять пато-
логический процесс атеросклероза. Таким образом, 
низкий уровень экспрессии VDR на циркулирую-
щих эндотелиальных прогениторных клетках может 
служить потенциальным фактором риска развития 
ИБС [9].

Клетки иммунной системы моноциты участвуют 
в формировании врожденного и приобретенного им-

мунитета. В атерогенезе моноциты играют ключе-
вую роль, так как после привлечения в обогащенные 
липидами и липопротеинами области интимы арте-
рий они под влиянием макрофагального колониести-
мулирующего фактора (M-CSF), продуцируемого 
активированным эндотелием, дифференцируются в 
макрофаги [10, 11]. В периферической крови боль-
ных атеросклерозом моноциты предактивированы и 
обладают некоторыми чертами макрофагов [10]. Их 
адгезия к эндотелию в 1,5 раза выше, чем моноци-
тов здоровых субъектов, и они экспрессируют ряд 
рецепторов (Fcγ-рецептор типа I и II, ICAM) [12]. 
Моноциты неоднородны по составу. При атероскле-
розе отмечают повышение относительного содержа-
ния моноцитов промежуточной (CD14++/CD16+) и 
неклассической (CD14+/CD16++) субпопуляций в 
2,3 и 1,8 раза соответственно [10, 13]. 

K.A. Arnold и соавт. определяли корреляцию 
подтипов моноцитов и культивированных из них 
макрофагов с прогрессированием ИБС. Группы 
участников исследования были сформированы по-
сле коронарной ангиограммы в соответствии с тяже-
стью ИБС: группа без ИБС (незначительные нару-
шения в просвете сосудов); ИБС с однососудистым 
поражением; ИБС с многососудистым поражением. 
У пациентов с ИБС (с однососудистым и многосо-
судистым поражением) было повышено содержание 
в крови и промежуточной, и неклассической субпо-
пуляций моноцитов по сравнению с пациентами без 
ИБС (р < 0,05). Cодержание регуляторных макро-
фагов (CD206+) также было снижено у пациентов  
с однососудистым и многососудистым поражением  
(р < 0,001) [14].

Показана связь между атерогенным фенотипом 
липопротеинов и врожденным иммунитетом при 
атеросклерозе у пациентов с ИБС. Атерогенная 
фракция липопротеинов низкой плотности ассоци-
ируется с увеличением содержания неклассической 
субпопуляции моноцитов (CD14+CD16++) и умень-
шением содержания классической субпопуляции 
(CD14++CD16-) [15].

Лимфоциты играют ключевую роль в развитии 
воспалительных реакций при сердечно-сосудистых 
заболеваниях. При изучении содержания и феноти-
па лимфоцитов в периферической крови, подкож-
ной жировой клетчатке и эпикардиальной жировой 
клетчатке у пациентов с ИБС и без ИБС, перенес-
ших плановую операцию на сердце, выяснилось, что 
эпикардиальная жировая ткань у пациентов с ИБС 
характеризуется повышенным количеством Т- и  
В-лимфоцитов, более высоким общим количеством 
лимфоцитов и сниженным количеством NK-клеток 
по сравнению с пациентами без ИБС [16].
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Каскадная система комплемента участвует в пато-
генезе ССЗ, индуцируя воспаление и взаимодействуя 
с системой коагуляции крови [17]. Баланс между ак-
тивацией и ингибированием системы комплемента 
имеет решающее значение в контроле уровня вос-
паления. Молекулы, участвующие в регуляции ак-
тивации системы комплемента, включают: рецептор 
комплемента типа 1 (CR1, CD35), мембранный ко-
факторный белок (MCP, CD46), фактор ускорения 
распада (DAF, CD55) и мембранный ингибитор реак-
тивного лизиса (MIRL, CD59), причем каждый белок 
отличается по механизму действия для регуляции 
каскада комплемента [18]. У пациентов с ИБС на-
блюдалась более низкая экспрессия CD46 и CD55 на 
поверхности лимфоцитов, моноцитов и гранулоци-
тов и более высокая поверхностная экспрессия CD35 
и CD59 на гранулоцитах (р < 0,0001) по сравнению 
со здоровыми донорами. Высокая экспрессия CD59 
на гранулоцитах положительно коррелирует с тяже-
стью заболевания и может служить потенциальным 
маркером прогрессирования заболевания [18].

ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ  
В ИССЛЕДОВАНИЯХ  
АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ БЛЯШЕК

Одним из ключевых направлений изучения пато-
генеза атеросклероза является изучение структуры 
атеросклеротических бляшек. Существует большое 
количество экспериментальных исследований, по-
священных изучению образования, созревания и 
разрыва атеросклеротических бляшек, однако меха-
низмы этих явлений остаются во многом неясными. 
Традиционно материалом для научных исследова-
ний атеросклероза служит кровь, поскольку забор 
ткани связан с определенными трудностями. Но для 
изучения патофизиологических механизмов ате-
росклеротического процесса наибольший интерес 
представляет конкретно атеросклеротический очаг. 

Современные количественные методы могут по-
высить понимание патологических процессов, от-
ветственных за прогрессирование бляшки. Именно 
метод проточной цитометрии и разработка ориги-
нальных протоколов ферментативного выделения 
клеток из атеросклеротических бляшек позволили 
наиболее полно проанализировать лимфоциты и их 
роль в иммунологических механизмах созревания, 
разрыва и их распределение в атеросклеротических 
бляшках [19, 20]. 

Ранее проводились попытки изучения роли лим-
фоцитов в атеросклеротическом очаге. Но при этом 
использовали выделение лимфоцитов из ткани в 
культивационную среду с различными активаторами 
миграции лимфоцитов, т.е. изучали отдельные лим-

фоциты, мигрировавшие из ткани атеросклеротиче-
ской бляшки в культивационную среду. Это дало 
возможность не отрабатывать методику выделения 
живых клеток, но лишило возможности изучения 
клеточного состава самой ткани атеросклеротиче-
ской бляшки [21]. 

При этом предпринимались попытки точного 
определения клеточного состава ткани атероскле-
ротических бляшек человека с помощью проточной 
цитометрии, где материал, полученный при прове-
дении операции эндартеректомии сонных артерий, 
подвергали ферментативной обработке коллагена-
зой I (250 ед/мл) при 37 °C. Это исследование пока-
зало, что около 50% клеток в атеросклеротических 
бляшках являются воспалительными мононуклеар-
ными клетками (Т-лимфоцитами и моноцитами (ма-
крофагами)) [22].

В дальнейших исследованиях ученые шли по пути 
разработки оригинальных протоколов выделения 
клеток из ткани атеросклеротической бляшки и из-
учения целых комплексов антител, меченных флуо- 
рохромами. Кроме того, применение нескольких 
флуорохромов одновременно позволили исследо-
вать различные процессы в клетке. В исследовании 
Ж.-Ш. Гривель и соавт. показано, что фенотипиче-
ский состав Т-лимфоцитов в бляшке отличается от 
такового в крови. При сравнении уровней экспрес-
сии клеточных маркеров CD3, CD4, CD16, CD45, 
CD45RA, CCR7 CD28, CD27, HLA-DR и CD38 
выявили высокий уровень CD4 и CD8 T-клеток в 
бляшках [19].

Доминирующей воспалительной клеткой при 
атеросклерозе является макрофаг, однако взаимо-
действие с другими воспалительными клетками мо-
жет иметь значение в атерогенезе. Наличие тучных 
клеток в атеросклеротическом очаге, составляющих 
гетерогенную популяцию, было установлено с помо-
щью иммуногистохимии. В 3-летнем исследовании 
на 270 пациентах со стенозом сонных артерий от-
мечено, что уровень тучных клеток в плазме крови 
ассоциируется с будущими острыми сердечно-со-
судистыми событиями. Несмотря на то, что тучные 
клетки присутствуют в бляшке в небольшом количе-
стве, они могут активно способствовать дестабили-
зации атеросклеротической бляшки [23]. 

Тучные клетки являются участниками воспали-
тельных реакций в различных тканях, в том числе в 
интиме атеросклеротических артерий. Тучные клет-
ки активируются для дегрануляции, высвобождая 
большое количество медиаторов воспаления (гиста-
мин, гепарин, протеазы и цитокины), хранящихся в 
их цитоплазме. Активированные тучные клетки в 
атеросклеротических очагах могут способствовать 
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хемотаксису лейкоцитов, адгезии к активированно-
му эндотелию и последующей трансэндотелиальной 
миграции [24].

Для того чтобы более подробно охарактеризовать 
популяцию тучных клеток при атеросклеротических 
поражениях человека и определения ее активности, 
в исследовании E. Kritikou и соавт. использовали 
несколько маркеров одновременно (СD45, CD117, 
CD63, IgE, Tryptase/TPSAB1) [25]. Авторы подтверди-
ли, что основной, но не единственный путь активации 
тучных клеток внутри бляшки – IgE-опосредованный, 
но при этом существует группа тучных клеток, кото-
рые активируются без связывания IgE [25].

Проточная цитометрия является мощным инстру-
ментом для выявления разнообразия лейкоцитарных 
подмножеств в атеросклеротической бляшке [26]. 
Атеросклеротическая бляшка представляет собой 
сложную иммунологическую среду. С момента от-
крытия Т-клеток в атеросклеротической бляшке 
установлено, что Т-клетки играют важную роль в 
развитии атеросклероза и сердечно-сосудистых за-
болеваний. Т-хелперы могут дифференцироваться 
в несколько фенотипов (Th1, Th2, Th9, Th17, Treg и 
т.д.), продуцировать различные интерлейкины и об-
ладают как про-, так и противовоспалительными ме-
ханизмами. C. Grönberg и соавт. предположили, что 
терапевтическое ингибирование активности диффе-
ренцировки Т-клеток в Th1-клетки представляет со-
бой перспективную стратегию снижения прогрессии 
атеросклероза [27].

В атерогенезе Т-лимфоциты играют важную 
роль, но атерогенная или атеропротекторная роль 
CD8+ Т-клеток на поздних стадиях развития атеро-
склероза остается дискуссионной. В исследовании 
J. van Duijn с соавт. показана локальная, защитная 
роль CD8+ Т-клеток при прогрессирующем атеро-
склерозе, сравнивая фенотипы CD8+ Т-клеток, полу-
ченных из бляшек аорты, селезенки и крови мышей. 
При прогрессирующем атеросклерозе на мышиной 
модели аортальные CD8+ Т-клетки продуцировали 
меньшее количество IFNγ и TNFα по сравнению с их 
системными аналогами, с одновременным повыше-
нием экспрессии эктонуклеотидазы CD39. При этом 
фармакологическое ингибирование CD39 у apoE-/-  
мышей частично восстановило продукцию цитоки-
нов CD8+ Т-клетками. Исследования на образцах 
атеросклеротических бляшек сонной и бедренной 
артерии человека подтвердили данные результаты 
[28, 29]. 

Гибель клеток ткани является характерным при-
знаком прогрессирующих атеросклеротических бля-
шек, включая нестабильные поражения, которые в 
значительной степени ответственны за осложнения 

сердечно-сосудистых заболеваний. Данные о нако-
плении цитотоксических лимфоцитов в очагах пора-
жения человека убедительно свидетельствуют о том, 
что эти лимфоциты способствуют гибели клеток в 
атеросклеротических очагах и приводят к потенци-
альному разрыву бляшек [30].

Клетки-киллеры могут индуцировать гибель кле-
ток различными путями, используя естественные 
рецепторы активации NK killer (KARs) или цито-
литические компоненты перфорин и гранзим В с 
образованием иммунологического синапса, через 
который высвобождение цитолитических гранул в 
конечном итоге приводит к лизису клеток-мишеней 
[31, 32]. Т-клетки (CD8 и CD4, γδ-клетки), NK-клет-
ки вовлечены в атерогенез. Эти клетки в большом 
количестве присутствуют в нестабильных бляшках. 
Данный факт свидетельствует о том, что их киллер-
ная функция важна при прогрессировании атеро-
склеротического процесса [30].

Воспалительные клетки в атеросклеротической 
бляшке происходят из гемопоэтических стволовых 
клеток (HSPCs). При анализе мононуклеарных кле-
ток крови методом проточной цитометрии с исполь-
зованием антител CD38+CD45RA+CD34+HSPCs ав-
торы выяснили, что у пациентов с ИБС (коронарный 
стеноз 50% и более) уровень циркулирующих HSPCs 
в периферической крови выше в 1,8 раза, чем у лиц 
без ИБС. Уровень HSPCs в крови связан со степенью 
коронарного стеноза. Кроме того, по данным много-
вариантного логистического анализа, уровень цирку-
лирующих в крови HSPCs был единственным марке-
ром, который связан с наличием легкого и тяжелого 
(70% и более) коронарного стеноза (ОШ 2,08 (95%-й 
ДИ 1,35–3,21), p = 0,0009), что позволило авторам 
предложить, что HSPCs – важный маркер для оценки 
атеросклеротического коронарного стеноза [33].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проточная цитометрия получила бурное развитие 

как современный метод диагностики и исследова-
ний нарушений иммунной системы. Атеросклероз – 
мультифакторное хроническое воспалительное за-
болевание, включающее комплекс сложных взаи-
модействий между сосудистой стенкой и клетками 
крови, а атеросклеротическая бляшка представляет 
собой сложную иммунологическую среду.

Научные знания о составе атеросклеротической 
бляшки и о вкладе клеток, обнаруживаемых в оча-
ге повреждения, постоянно пополняются, благодаря 
фундаментальным научным исследованиям. Но про-
стая и доступная диагностика раннего атеросклероза 
остается проблемой, поскольку измерение и опреде-
ление изменений в клеточных популяциях в области 
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Обзоры и лекции

атеросклеротического очага неосуществимы в кли-
нической практике.

Возможно, именно проточная цитометрия станет 
приоритетным методом в определении новых про-
гностических маркеров периферической крови, от-
ражающих тяжесть атеросклеротического процесса.
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