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Îñîáåííîñòè öèòîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå

Â ðàáîòå ïðåäëîæåí íîâûé òåîðåòè÷åñêèé ïîäõîä äëÿ àíàëèçà ãèñòîãðàìì ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ, ïîëó-
÷åííûõ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôîòîìåòðèè, â êëåòêàõ èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ Drosophila melanogaster.
Ðàñ÷åòíàÿ ìîäåëü äàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà G1, G2(M) è S.
Ïîêàçàíî, ÷òî òî÷íîñòü èçìåðåíèé êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ôàçàõ G1 è G2(M) ëèìèòèðóåòñÿ òî÷íîñòüþ àïïà-
ðàòíîé óñòàíîâêè íóëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà. Ïðèìåíåíèå ðàñ÷åòíîãî íóëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà è èñ-
ïîëüçîâàíèå äåëÿùèõñÿ êëåòîê â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ñïîñîáíû ìíîãîêðàòíî óâåëè-
÷èòü òî÷íîñòü èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ äàííîãî âèäà. Â ðàáîòå òàêæå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç ïîãðåøíîñòåé ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê. Äëÿ ìåòîäîâ
ïðîòî÷íîé ôëóîðåñöåíòíîé öèòîìåòðèè, êîíôîêàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ è öèòîôîòîìåòðèè ÿäåð, îêðà-
øåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó, ïîêàçàíî, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå ïîãðåøíîñòè èçìåðåíèé ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ ëåæàò â èíòåðâàëå çíà÷åíèé, êîòîðûé ñ÷èòàåòñÿ ïðèåìëåìûì äëÿ áèîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé (0.02 < CV < 0.06).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôëóîðåñöåíòíàÿ ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, êëåòî÷íûé öèêë.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòî÷íîì ÿäðå ÿâ-
ëÿåòñÿ ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì öèòîëîãè÷åñêîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ, ðåçóëüòàòû êîòîðîãî âàæíû äëÿ ãåíîìíûõ
èññëåäîâàíèé è äëÿ ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíû. Èçâåñòíû
ñëåäóþùèå ïîäõîäû ê îïðåäåëåíèþ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â
ÿäðå: ôëóîðåñöåíòíàÿ ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, öèòîôîòî-
ìåòðèÿ ÿäåð, îêðàøåííûõ ôóêñèíîì, è ôëóîðåñöåíòíàÿ
ñêàíèðóþùàÿ öèòîìåòðèÿ. Ïðèáîðíàÿ áàçà è ïîäãîòîâêà
êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà äëÿ ýòèõ ìåòîäîâ ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àþòñÿ. Äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èñïîëüçóþò ìåòî-
äû ðàçðóøåíèÿ òêàíè ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé ÿäåð ôëó-
îðîõðîìîì. Äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ñêàíèðóþùåé öèòî-
ìåòðèè èñïîëüçóþò ôèêñèðîâàííûå è îêðàøåííûå
ôëóîðîõðîìîì öåëüíûå îðãàíû. Â ìåòîäå öèòîôîòîìåò-
ðèè èñïîëüçóþòñÿ äàâëåííûå â óêñóñíîé êèñëîòå (èëè
äðóãîì ôèêñàòîðå) ôèêñèðîâàííûå ïðåïàðàòû îðãàíîâ.
Òî÷íîñòü ïðîâîäèìûõ èçìåðåíèé êîëè÷åñòâà ÄÍÊ çàâè-
ñèò îò ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ, òî÷íîñòè èñ-
ïîëüçóåìûõ ïðèáîðîâ è ìåòîäîâ ìàòåìàòè÷åñêîé îáðà-
áîòêè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ.

Ìåòîä ôëóîðåñöåíòíîé ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñîñòî-
èò â ïðîïóñêàíèè ñòðóè æèäêîñòè, ñîäåðæàùåé êëåòêè ñ
îêðàøåííûìè ÿäðàìè (èëè ñîáñòâåííî ÿäðà), ÷åðåç ëàçåð-
íûé ëó÷ ñ ïîñëåäóþùèì äåòåêòèðîâàíèåì ôëóîðåñöåí-
öèè êðàñèòåëÿ îò êàæäîé êëåòêè. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîçâîëÿþò èññëåäî-
âàòü ñîîòíîøåíèå ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà â ïîïóëÿöèè êëå-

òîê (De la Cruz, Edgar, 2008). Ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà G1 è
G2(M) âûÿâëÿþòñÿ íà ÄÍÊ-ãèñòîãðàììå â âèäå ïèêîâ. Ñî-
îòíîøåíèå óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð êëåòîê, ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ïèêàì G1 è G2(M) (ïðè èñïîëüçîâàíèè âíåøíåé
êàëèáðîâêè) äàåò äèïëîèäíîå è òåòðàïëîèäíîå ñîäåð-
æàíèå ÄÍÊ äëÿ èññëåäóåìîãî îðãàíèçìà. Íàèáîëåå ðàñ-
ïðîñòðàíåííûì ïîäõîäîì ê êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëå-
íèþ ôðàêöèè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ S,
ÿâëÿåòñÿ àïïðîêñèìàöèÿ ìåæïèêîâîãî èíòåðâàëà íà
ÄÍÊ-ãèñòîãðàììå ñ ïîìîùüþ ìîäåëè ïðÿìîóãîëüíèêà
(Stal, Baldetorp, 1998).

Äðóãèì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿä-
ðàõ ÿâëÿåòñÿ öèòîôîòîìåòðèÿ ÿäåð, îêðàøåííûõ êðàñèòå-
ëåì Ô¸ëüãåíà. Öèòîôîòîìåòðè÷åñêèå ìåòîäû îïðåäåëå-
íèÿ ÄÍÊ ðàññìîòðåíû ðàíåå â ìîíîãðàôèè Àãðîñêèíà è
Ïàïàÿíà (1977) è âêëþ÷àþò â ñåáÿ ìåòîä ñêàíèðîâàíèÿ,
äâóõ- è ìíîãîâîëíîâîé, ôîòîýìóëüñèîííûé è èíòåãðàëüíûé
ìåòîäû. Íàèáîëåå òî÷íûì â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ ìå-
òîä ñêàíèðîâàíèÿ â ìîíîõðîìàòè÷åñêîì ñâåòå, èñïîëüçó-
þùèé äåíñèòîìåòð Vickers M8 (Rasñh et al., 2004). Èçâå-
ñòåí òàêæå ïîäõîä, îñíîâàííûé íà àíàëèçå öèôðîâûõ
èçîáðàæåíèé â ìîíîõðîìàòè÷åñêîì ñâåòå, ðàçðàáîòàííûé
äëÿ ìåäèöèíû (Puech, Giroud, 1999). Íàìè ðàçðàáîòàí è
ðåãóëÿðíî èñïîëüçóåòñÿ èíòåãðàëüíûé öèòîôîòîìåòðè÷å-
ñêèé ìåòîä, îñíîâàííûé íà àíàëèçå öèôðîâûõ èçîáðàæå-
íèé, ïîëó÷àåìûõ ñ ïîìîùüþ öèôðîâûõ êàìåð (Îìåëüÿí-
÷óê è äð., 2010; Ñåìåøèí è äð., 2011) ñ ðàñøèðåííûì äè-
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íàìè÷åñêèì äèàïàçîíîì. Ñóììèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè
èçëó÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îêðàøåííûõ ÿäåð ïî îïòè÷å-
ñêèì ñðåçàì, ïîëó÷àåìûì ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèê-
ðîñêîïèè, òàêæå ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êîëè÷åñòâà ÄÍÊ. Äàííûå òàêîãî ðîäà ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ
ÿäåð êëåòîê èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ äðîçîôèëû ïðèâåäåíû
â íàøèõ ðàáîòàõ (Ëåáåäåâà è äð., 2010, 2011).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí íîâûé ïîäõîä äëÿ
àíàëèçà ãèñòîãðàìì ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ èìàãè-
íàëüíûõ äèñêîâ Drosophila melanogaster, à òàêæå ïðîâå-
äåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îñîáåííîñòåé ðàçëè÷íûõ ìåòî-
äîâ èçìåðåíèÿ ÄÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè êðûëîâîãî è ãëàçíîãî èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ
ëè÷èíîê 3-ãî ëè÷èíî÷íîãî âîçðàñòà ëèíèè Hikone A/W
Drosophila melanogaster âûäåëÿëè â ðàñòâîðå Õýíêñà, äèñ-
ñîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ òðèïñèíà, îêðàøèâàëè ïðîïèäè-
óì éîäèäîì è ïîäâåðãàëè öèòîìåòðè÷åñêîìó àíàëèçó ñî-
ãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì (Vindelov et al., 1983; De la Cruz,
Edgar, 2008). Äëÿ êîíòðîëÿ ðàáîòû ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà
èñïîëüçîâàëè ìèêðîñôåðû CaliBriteTM3 ñðåäíåãî ðàçìå-
ðà 6 ìêì (Becton Dickinson, ÑØÀ). Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïðîâîäèëè íà öèòîôëóîðèìåòðå FACSAria (Becton
Dickinson, ÑØÀ). Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðàñïðåäåëåíèÿ
ôîðìèðîâàëè ïî ñèãíàëàì ôëóîðåñöåíöèè îò ïîëèìåðíûõ
ìèêðîñôåð è îò îêðàøåííûõ êëåòîê.

Îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ïóòåì ïî-
ñòðîåíèÿ àïïðîêñèìèðóþùåé ôóíêöèè F(1) äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî óðîâíÿì èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ñâÿçàííîé ñ ðàñïðåäåëåíèåì êëå-
òîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Â êà÷åñòâå îñíîâû
àïïðîêñèìàöèè äàííûõ äëÿ ôàçû S èñïîëüçîâàëè èçâåñò-
íóþ ìîäåëü (Stal, Baldetorp, 1998), óñîâåðøåíñòâîâàííóþ
íàìè ñ ó÷åòîì îñîáåííîñòåé ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà íà
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. Ôóíêöèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
êîëè÷åñòâó ÄÍÊ ñîñòîèò èç äâóõ d-ôóíêöèé, îïèñûâàþ-
ùèõ êëåòêè â ôàçàõ G1 è G2(M), è èç ôóíêöèè rect, ñîñòàâ-
ëåííîé èç äâóõ ôóíêöèé Õýâèñàéäà. Âåðîÿòíîñòü íàéòè
êëåòêó â îïðåäåëåííîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (G2(M), G1

èëè S) ïðè óñëîâèè, ÷òî âåðîÿòíîñòü íàéòè êëåòêó â ëþ-
áîé ôàçå ðàâíà 1, ïðîïîðöèîíàëüíà âðåìåíè T ïðîõîæäå-
íèÿ êëåòêîé ñîîòâåòñòâóþùåé ôàçû öèêëà. Ôóíêöèÿ óøè-
ðåíèÿ öèòîìåòðè÷åñêîãî ïðîöåññà îïèñûâàåò äåêîððåëÿ-
öèþ ìåæäó êîëè÷åñòâîì ÄÍÊ â êëåòêå è èçìåðåííîé
èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, âûçâàííîé, íàïðèìåð,
íåñòåõèîìåòðè÷íîñòüþ ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ÄÍÊ, íå-
èäåàëüíîñòüþ îïòè÷åñêîé ñõåìû è ò. ä. Àïïðîêñèìèðóþ-
ùàÿ ôóíêöèÿ F(1) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñâåðòêó ôóíêöèè
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî êîëè÷åñòâó ÄÍÊ è ôóíêöèè
óøèðåíèÿ â âèäå íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ñ äèñïåð-
ñèåé s2:
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ãäå d(x), H(x) — äåëüòà-ôóíêöèÿ è ôóíêöèÿ Õåâèñàéäà
(Heaviside step function) ñîîòâåòñòâåííî. Â âûðàæåíèè
èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå îáîçíà÷åíèÿ: IG1 — èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ñðåäíåìó çíà÷å-
íèþ äëÿ êëåòîê â ôàçå G1, TG2/TG1 — îòíîøåíèå äëèòåëü-
íîñòåé ôàç G2(M) è G1, àíàëîãè÷íî TS/TG1 — îòíîøåíèå
äëèòåëüíîñòåé ôàç S è G1, Ib — ñäâèã íóëÿ öèòîìåòðà
èëè èíòåíñèâíîñòü ôîíîâîãî ñèãíàëà (âíåøíÿÿ çàñâåòêà,
îñòàòî÷íîå èçëó÷åíèå íà äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ, áà-
ëàíñèðîâêà óñèëèòåëüíîãî òðàêòà è äð.). Èñêîìûå ïàðà-
ìåòðû IG1, σ, Ib, TG2/TG1 è TS/TG1 (äâà ïîñëåäíèõ ÿâëÿþòñÿ
õàðàêòåðèñòèêîé êëåòî÷íîãî öèêëà) îïðåäåëÿëè èç ñðàâ-
íåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàñïðåäåëåíèé è ðàñïðåäåëå-
íèé, ðàññ÷èòàííûõ ñ ïðèìåíåíèåì ìîäåëè, èñïîëüçóþ-
ùåé ãëîáàëüíóþ îïòèìèçàöèþ â âåðñèè DIRECT (Jones
et al., 1993) ñ îïðåäåëåíèåì îøèáîê ïàðàìåòðîâ, ðàññ÷è-
òàííûõ â õîäå îïòèìèçàöèè (Strokotov et al., 2009).

Ðåçóëüòàòû

Ïîëó÷åííîå íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå
èíòåíñèâíîñòåé ñèãíàëîâ ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîñôåð Ca-
liBriteTM3, êàê è îæèäàëîñü, õîðîøî ñîîòâåòñòâóåò íîð-
ìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ (íå ïðèâîäèòñÿ, ïîñêîëüêó òà-
êèå ðàñïðåäåëåíèÿ ìîæíî òàêæå íàéòè â ïàñïîðòàõ öèòî-
ìåòðîâ). Ýòî îïðàâäûâàåò òåîðåòè÷åñêîå ïðåäïîëîæåíèå,
ñäåëàííîå âûøå, äëÿ ôóíêöèè óøèðåíèÿ. Íàìè áûëè ïðî-
âåäåíû èçìåðåíèÿ ðàñïðåäåëåíèé ïî èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè êëåòîê êðûëîâîãî è ãëàçíîãî èìàãèíàëüíûõ
äèñêîâ ëè÷èíîê ñ öåëüþ àïðîáàöèè ìîäåëè ðàñïðåäåëå-
íèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå ñòàöèîíàðíîãî
ðîñòà (â êîòîðîì ñîîòíîøåíèå ôàç öèêëà îñòàåòñÿ ïîñòî-
ÿííûì). Ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè äëÿ êëåòîê êðûëî-
âîãî äèñêà ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 1. Ïîëó÷åííûå ðàñïðåäå-
ëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ õàðàêòåðíûìè äëÿ ñòàöèîíàðíîé ôàçû.
Àïïðîêñèìèðóþùàÿ ôóíêöèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ èñïîëüçîâà-
ëàñü äëÿ îïðåäåëåíèÿ õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íîãî öèêëà.
Ôóíêöèÿ, îáëàäàþùàÿ ìàêñèìàëüíûì ïðàâäîïîäîáèåì
ïî îòíîøåíèþ ê ýêñïåðèìåíòàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ,
ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1. Ïàðàìåòðû àïïðîêñèìèðóþùåé
ôóíêöèè ïðèâåäåíû â òàáë. 1. Â ïåðâîì ñòîëáöå ýòîé òàá-
ëèöû ïåðå÷èñëåíû ïàðàìåòðû îïòèìèçàöèè àïïðîêñèìè-

186 Þ. Ã. Ïè÷óãèí, Ê. À. Ñåìüÿíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ êëåòîê êðûëîâîãî
èìàãèíàëüíîãî äèñêà (øòðèõîâàÿ êðèâàÿ) è åå òåîðåòè÷åñêàÿ

àïïðîêñèìàöèÿ (ñïëîøíàÿ êðèâàÿ).



ðóþùåé ôóíêöèè, èñïîëüçîâàííûå ïðîãðàììîé DIRECT.
Âî âòîðîì ñòîëáöå ïðèâåäåíû îïòèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ïà-
ðàìåòðîâ. Â òðåòüåì ñòîëáöå äàíû ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå
îòêëîíåíèÿ ïàðàìåòðîâ, ðàññ÷èòàííûå ïðîãðàììîé DI-
RECT, â ÷åòâåðòîì — ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå,
îòíåñåííîå ê çíà÷åíèþ ïàðàìåòðà (êîýôôèöèåíò âàðèà-
öèè CV). Àíàëîãè÷íàÿ ïðîöåäóðà áûëà èñïîëüçîâàíà ïðè
îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ïî èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ êëåòîê ãëàçíîãî äèñêà.
Ýêñïåðèìåíòàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå è ôóíêöèÿ ìàêñèìàëü-
íîãî ïðàâäîïîäîáèÿ äëÿ ýòèõ êëåòîê ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 2. Ïàðàìåòðû àïïðîêñèìèðóþùåé ôóíêöèè ïðèâåäå-
íû â òàáë. 1. Çàìåòèì, ÷òî êîîðäèíàòû ïèêîâ ôëóîðåñöåí-
öèè, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôàçàì êëåòîê G1 è G2(M), íà ãðà-
ôèêàõ ðèñ. 1 è 2 ðàçëè÷àþòñÿ. Ýòî ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷èÿìè
èñïîëüçóåìûõ äëÿ ãëàçíîãî è êðûëîâîãî äèñêîâ êîíöåíò-
ðàöèé êðàñèòåëÿ.

Â êà÷åñòâå ìåðû òî÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè (êîëè÷åñòâà ÄÍÊ) îäíîé êëåòêè
â ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ìîæíî âçÿòü ñòàíäàðòíîå
îòêëîíåíèå ôóíêöèè óøèðåíèÿ, êîòîðàÿ õàðàêòåðèçó-
åò øèðèíó îáîèõ ïèêîâ. Äëÿ óðîâíÿ äîñòîâåðíîñòè 95 %
îòíîñèòåëüíûé ðàçáðîñ áóäåò âäâîå áîëüøå ñðåäíå-
êâàäðàòè÷íîãî îòêëîíåíèÿ σ ôóíêöèè óøèðåíèÿ, îòíå-
ñåííîãî ê ñðåäíåìó çíà÷åíèþ, ò. å. 0.077�2 = 0.154 è
0.096�2 = 0.192 (òàáë. 1).

Âíóòðåííÿÿ ñòðóêòóðà èñïîëüçîâàííîãî íàìè äëÿ îï-
òèìèçàöèè àëãîðèòìà DIRECT (Strokotov et al., 2009) òà-
êîâà, ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü íå òîëüêî âåëè÷èíó îïòè-
ìèçèðóåìûõ ïàðàìåòðîâ ìîäåëè, íî òàêæå è äîâåðèòåëü-
íûå èíòåðâàëû äëÿ ýòèõ âåëè÷èí. Â êà÷åñòâå ìåðû
òî÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ ìî-
äåëè (èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, êîëè÷åñòâà ÄÍÊ)
ìîæíî âçÿòü òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ ïèêà G1

(ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå, îòíåñåííîå ê ñðåäíåìó
çíà÷åíèþ) â ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ, îïðåäåëÿåìîå àëãî-
ðèòìîì DIRECT. Äëÿ êëåòîê êðûëîâîãî è ãëàçíîãî èìàãè-
íàëüíûõ äèñêîâ ýòà âåëè÷èíà îêàçûâàåòñÿ ðàâíîé
50/22640 = 0.002 è 140/29330 = 0.005 ñîîòâåòñòâåííî
(òàáë. 1). Ïîãðåøíîñòü îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ
íåêîòîðîé âåëè÷èíû â ýêñïåðèìåíòàëüíîé âûáîðêå îá-
ðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíà êîðíþ êâàäðàòíîìó èç îáúåìà
âûáîðêè (êîòîðûé â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè âåëèê), ÷òî è

îáóñëîâëèâàåò âûñîêóþ òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåãî
çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Ñëåäóåò îòìåòèòü ñóùåñòâåííóþ ðîëü ïàðàìåòðà
«ñäâèã íóëÿ» Ib â îïðåäåëåíèè ïîãðåøíîñòè ñðåäíåãî çíà-
÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè. Â òî âðåìÿ êàê ðàñ-
÷åòíàÿ ïîãðåøíîñòü ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ñîñòàâëÿåò 50 åäè-
íèö (òàáë. 1), ñäâèã íóëÿ èìååò â 10 ðàç áîëüøåå çíà÷åíèå
(540). Ââåäåíèå ýòîãî ïàðàìåòðà ïîçâîëèëî óëó÷øèòü àï-
ïðîêñèìàöèþ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ñ ïîìîùüþ
ôóíêöèè F(1). Ïðè ýòîì ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå
âåëè÷èíû Ib ñîñòàâèëî 0.02 %. Ó÷åò ñäâèãà íóëÿ (êîòîðûé
áûë ïðîâåäåí â äàííîé ðàáîòå) ñïîñîáåí îáåñïå÷èòü óâå-
ëè÷åíèå òî÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå
íà 2.4 % ïî ñðàâíåíèþ ñî ñëó÷àåì, êîãäà òàêîé ó÷åò íå
ïðîâîäèòñÿ.

Ïîãðåøíîñòü îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â êëåòî÷íîì öèêëå, ïîëó÷åííóþ â
ðàìêàõ ìîäåëè, ìîæíî ñðàâíèòü ñ òî÷íîñòüþ òåñòîâûõ èç-
ìåðåíèé íà öèòîìåòðàõ Beckton Dickinson, ïðèâîäèìûõ â
ïàñïîðòå öèòîìåòðà, ãäå óêàçàíû êîýôôèöèåíòû âàðèà-
öèè îò 2 äî 9 % â çàâèñèìîñòè îò òåñòîâûõ îáðàçöîâ. Òàê,
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Ïàðàìåòðû ìîäåëè êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîëó÷åííûå èç îáðàáîòêè ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ
ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ êëåòîê êðûëîâîãî è ãëàçíîãî èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ

Ïàðàìåòð

Êðûëîâîé äèñê Ãëàçíîé äèñê

çíà÷åíèå ÑÊÎà

ÑÊÎ, îòíå-
ñåííîå ê çíà-
÷åíèþ ïàðà-

ìåòðà

çíà÷åíèå ÑÊÎà

ÑÊÎ, îòíå-
ñåííîå ê çíà-
÷åíèþ ïàðà-

ìåòðà

Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè G1 êëåòîê, IG1

22 640 50 0.002 29 330 140 0.005

ÑÊÎ ôóíêöèè óøèðåíèÿ ó, îòíå-
ñåííîå ê ñðåäíåé èíòåíñèâ-
íîñòè

0.0766 0.0015 0.019 0.096 0.002 0.021

TG2/TG1 3.0 0.1 0.03 0.73 0.03 0.035

TS/TG1 1.0 0.1 0.10 0.25 0.05 0.18

Ñäâèã íóëÿ Ib –540 60 0.11 760 30 0.04

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÑÊÎ — ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå. ÑÊÎà îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èí ïàðàìåòðîâ, óêàçàííûõ â ïåðâîì
ñòîëáöå, ïîëó÷àåìûõ ïî ðåçóëüòàòàì ðàáîòû ïðîãðàììû DIRECT.

Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììû ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ êëåòîê ãëàçíîãî
èìàãèíàëüíîãî äèñêà (øòðèõîâàÿ êðèâàÿ) è åå òåîðåòè÷åñêàÿ

àïïðîêñèìàöèÿ (ñïëîøíàÿ êðèâàÿ).



èçìåðåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ëèìôîöèòîâ ñ ðàçëè÷íûìè ìàðêå-
ðàìè, âûïîëíåííûå íà öèòîìåòðàõ FACSCanto è FACS-
Calibur (ñì. Reference manual Table E-1), ïîêàçûâàåò ðàç-
ëè÷èå ìåæäó ýòèìè èçìåðåíèÿìè íà âåëè÷èíó 2 %. Ýòà
âåëè÷èíà ÿâëÿåòñÿ îöåíêîé òî÷íîñòè ðàáîòû öèòîìåòðà è,
ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, îïðåäåëÿåòñÿ òàêèìè ôàêòîðàìè,
êàê íàñòðîéêà íóëÿ ïðèáîðà è óðîâåíü àâòîôëóîðåñöåí-
öèè êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Ñóùåñòâóåò ìíîãî ñïîñîáîâ ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ
äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Èçâåñòíû ïîäõîäû, â êîòî-
ðûõ àíàëèçèðóåìûå êëåòêè îêðàøèâàþòñÿ ïðèæèçíåííî,
à òàêæå òàêèå, â êîòîðûõ òêàíü ðàçðóøàåòñÿ äî óðîâíÿ
êëåòîê èëè äî óðîâíÿ ÿäåð (De la Cruz, Edgar, 2008). Ïî-
ñêîëüêó ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ ïðîöåäóðà ðàçðóøåíèÿ òêàíè
äî óðîâíÿ îòäåëüíûõ ÿäåð (Vindelov et al., 1983) ñ÷èòàåòñÿ
íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíîé ñ òî÷êè çðåíèÿ ñòåõèîìåòðè÷íî-
ñòè ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ÄÍÊ (Darzynkiewicz et al.,
2010), îíà è áûëà âûáðàíà íàìè äëÿ ìîäåëüíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî îïðåäåëåíèþ òî÷íîñòè èçìåðåíèé, äîñòèãàå-
ìûõ â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ
ïðåïàðàòîâ êëåòîê êðîâè ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ äëÿ äåíñè-
òîìåòðèè ÿäåð, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó, áûëà îòðàáîòà-
íà íàìè ðàíåå (Îìåëüÿí÷óê è äð., 2010; Ñåìåøèí è äð.,
2011). Êðèòè÷åñêîé ôàçîé ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ïðè
äàííîì ïîäõîäå ÿâëÿåòñÿ ãèäðîëèç ÄÍÊ, êîòîðûé â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñîñòàâëÿë 30 ìèí. Ê íàñòîÿùåìó âðå-
ìåíè íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïðîâåðåíà îïòèìàëüíîñòü
ýòîãî âûáîðà (ðåêîìåíäóåìîãî ìíîãèìè èññëåäîâàòå-
ëÿìè), ïîêàçàíî, ÷òî ìàêñèìóì êðèâîé ãèäðîëèçà äëÿ èñ-
ïîëüçîâàííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå òèïîâ êëåòîê (êàê è äëÿ
ìíîãèõ äðóãèõ) äåéñòâèòåëüíî äîñòèãàåòñÿ ïðè ýòèõ óñëî-
âèÿõ.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé èíòåðïðåòàöèè äàííûõ ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè íåîáõîäèìà àïïðîêñèìèðóþùàÿ ôóí-
êöèÿ, îïèñûâàþùàÿ ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà è åå óøèðåíèå, îáóñëîâëåííîå îñîáåí-
íîñòÿìè ðåãèñòðàöèè ñèãíàëîâ ôëóîðåñöåíöèè îò îòäåëü-
íûõ ÷àñòèö (Dean, 1991). Èçâåñòíû ïîäõîäû, â êîòîðûõ
ôàçà S ìîäåëèðóåòñÿ êâàäðàòè÷íûì ñïëàéíîì èëè ñåðèåé
ïðÿìîóãîëüíèêîâ, «óøèðåííûõ» ñ ïîìîùüþ ãàóññèàíà,
ïàðàìåòðû êîòîðîãî îïòèìèçèðóþòñÿ (Dean, 1991). Âìåñ-
òî ýòîãî ìû ìîäåëèðîâàëè ôàçó S ìîäåëüþ ïðÿìîóãîëü-
íèêà, êîòîðàÿ õîðîøî çàðåêîìåíäîâàëà ñåáÿ â ìåäèöèí-
ñêîé ïðàêòèêå (Stal, Baldetorp, 1998). Ïðåäëîæåííàÿ ìî-
äåëü îïèñûâàåòñÿ ôîðìóëîé, ïðèâåäåííîé â ðàçäåëå
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».

Àïïðîêñèìèðóþùàÿ ôóíêöèÿ F(1) äëÿ ýêñïåðèìåíòà-
ëüíûõ äàííûõ, ïîëó÷àåìûõ íà öèòîìåòðå, ìîæåò áûòü èí-
òåðïðåòèðîâàíà äâóìÿ ñïîñîáàìè. Âî-ïåðâûõ, îíà îïè-
ñûâàåò ïðåäïîëàãàåìûå ìåñòîïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìîâ
çíà÷åíèé âûáîðêè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, âûñîòó
«ïîëî÷êè» ìåæäó ìàêñèìóìàìè, ôîðìó êðèâûõ, îïèñûâà-
þùèõ ñïàäû. Ïðè ýòîì íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå õàðàê-
òåðèçóåò óøèðåíèå, âíîñèìîå êàê ïðèáîðîì, òàê è ïðîöå-
äóðîé ïîäãîòîâêè îáðàçöîâ. Èñïîëüçîâàííàÿ ìàòåìàòè÷å-
ñêàÿ ôîðìóëèðîâêà äëÿ àïïðîêñèìèðóþùåé ôóíêöèè â
âèäå ñâåðòêè ñ åäèíîé ôóíêöèåé óøèðåíèÿ âî âñåì äèà-
ïàçîíå èçìåðåíèÿ ñîîòâåòñòâóåò òåîðèè ëèíåéíûõ ñèñòåì.
Âî-âòîðûõ, äîïóñòèìà òðàêòîâêà ñëàãàåìûõ àïïðîêñè-
ìèðóþùåé ôóíêöèè ñ ïîçèöèé êëåòî÷íîãî öèêëà: d-ôóíê-
öèè óêàçûâàþò ìåñòîïîëîæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè êëåòêè â ôàçàõ G1 è G2(M); êëåòêà ôàçû S ðàñïî-
ëàãàåòñÿ â ïðåäåëàõ ôóíêöèè rect. Àìïëèòóäíûå
êîýôôèöèåíòû TG2

/TG1
è TS/TG2

õàðàêòåðèçóþò äëèòåëüíî-
ñòè ïðîõîæäåíèÿ ôàç öèêëà îäíîé êëåòêîé. Â îñòàëüíîì
âòîðàÿ òðàêòîâêà ñîâïàäàåò ñ ïåðâîé.

Èç äàííûõ îáùåé ãåíåòèêè è ãåíîìèêè ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ðàçìåð ãåíîìà ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ òî÷íîñòè ÿâ-
ëÿåòñÿ ïîñòîÿííîé âåëè÷èíîé, è âàðüèðîâàíèå ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ îò êëåòêè ê êëåòêå ìîæåò áûòü èñêëþ÷åíî èç
÷èñëà ðàññìàòðèâàåìûõ ôàêòîðîâ óøèðåíèÿ ôóíêöèè
ðàñïðåäåëåíèÿ. Â îòëè÷èå îò îêðàñêè ïî Ô¸ëüãåíó îêðà-
øèâàíèå ÄÍÊ ôëóîðîõðîìàìè íå ÿâëÿåòñÿ ñòåõèîìåòðè-
÷åñêèì, ïîýòîìó âïîëíå âåðîÿòíî, ÷òî èñòî÷íèêîì óøè-
ðåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â ýòîì ñëó÷àå ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷-
íîãî öèêëà èìååòñÿ ðàçíûé ñïåêòð ñîñòîÿíèé õðîìàòèíà,
êîòîðûé ðàçëè÷àåòñÿ ïî óðîâíþ ñâÿçûâàíèÿ ôëóîðîõðî-
ìà. Ïðîâåäåííûå íàìè èçìåðåíèÿ äëÿ êàëèáðîâî÷íûõ
ìèêðîñôåð ïîêàçàëè ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå
ôóíêöèè óøèðåíèÿ, îòíåñåííîå ê ñðåäíåìó ðàñïðåäåëå-
íèþ ìèêðîñôåð ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
s1 = 0.05 ± 0.001. Èçâåñòíî, ÷òî åñëè ñòàòèñòè÷åñêèé ðàç-
áðîñ ïîêàçàíèé ïðèáîðà ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì äåéñòâèÿ
äâóõ ñëó÷àéíûõ ôàêòîðîâ ñî ñðåäíåêâàäðàòè÷íûìè îò-
êëîíåíèÿìè s1 è s2 , òî ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå
ðåçóëüòàòà ìîæåò áûòü âû÷èñëåíî êàê s = (s1

2 + s2
2)1/2

(Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977, ôîðìóëà II. 7). Â ïðåäïîëîæå-
íèè, ÷òî èñïîëüçîâàííûå ìèêðîñôåðû íå èìåþò ñóùåñò-
âåííîãî ðàçáðîñà ïî óðîâíþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ,
à èõ ðàñïðåäåëåíèå ïî óðîâíþ ôëóîðåñöåíöèè õàðàêòåðè-
çóåò òîëüêî îøèáêó ïðèáîðà, íà îñíîâå äàííûõ òàáë. 1
ìîæíî ðàññ÷èòàòü äèñïåðñèþ σ2, ñâÿçàííóþ ñ íåñòåõèî-
ìåòðè÷íîñòüþ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Äëÿ êðûëîâîãî
èìàãèíàëüíîãî äèñêà s = 0.058 è äëÿ ãëàçíîãî s = 0.081.
Òàêèì îáðàçîì, óøèðåíèå, âåðîÿòíî ñâÿçàííîå ñ íåñòåõèî-
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Òî÷íîñòü äåíñèòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé äëÿ êëåòîê êðîâè,
ïîëó÷åííàÿ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïðèáîðîâ

Êëåòêè ÄÍÊ, ïã

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè

DIALUX+ Canon
EOS 500D

Axoivert-200+
AxioCam MRc

DM-4000 Leica+
DFC420

Ýðèòðîöèòû Gallus domesticus (êó-
ðèöà)

1.25 0.047 0.088 0.026

Ýðèòðîöèòû Danio rerio (ðûáà) 1.68—1.80 0.0475 0.14 0.06

Ëåéêîöèòû Homo sapiens (÷åëîâåê) 3.50 0.054 0.086 0.065

Ýðèòðîöèòû Rana arvalis (ëÿãóøêà) 4.65—7.17 0.072 0.17 0.087



ìåòðè÷íîñòüþ ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ÄÍÊ, ìîæåò ïðå-
âûøàòü âåëè÷èíó îøèáêè ñîáñòâåííî ïðèáîðà. Íåëüçÿ
èñêëþ÷èòü òàêæå, ÷òî íåñòåõèîìåòðè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ
ôëóîðîõðîìà ñ ÄÍÊ ìîæåò òàêæå îòðàçèòüñÿ è íà ïîëó÷à-
åìîì ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîäîâ ñîîòíîøåíèè
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ G1 è G2(M) (Darzynkiewicz
et al., 2010).

Ðàíåå â íàøèõ ðàáîòàõ (Îìåëüÿí÷óê è äð., 2010; Ñå-
ìåøèí è äð., 2011) ñ ïîìîùüþ äåíñèòîìåòðè÷åñêîãî ìå-
òîäà áûëè âûïîëíåíû èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ
íåäåëÿùèõñÿ êëåòîê êðîâè ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ (ýðèò-
ðîöèòû Gallus domesticus, Danio rerio, Rana arvalis è ëèì-
ôîöèòû Homo sapien; òàáë. 2). Ìîæíî âèäåòü, ÷òî êîýô-
ôèöèåíò âàðèàöèè â èçìåðåíèÿõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ýòèõ
îïûòàõ äîñòàòî÷íî õîðîøî õàðàêòåðèçóåò òî÷íîñòü ðàáî-
òû ðàçëè÷íûõ öèôðîâûõ êàìåð è ïîçâîëÿåò âûáðàòü îáî-
ðóäîâàíèå, îáåñïå÷èâàþùåå äîñòàòî÷íóþ òî÷íîñòü
(CV < 6 %) (Darzynkiewicz et al., 2010). Ìèíèìàëüíûé ýê-
ñïåðèìåíòàëüíûé ðàçáðîñ áûë ïîëó÷åí äëÿ G. domesticus
ïðè èñïîëüçîâàíèè ìèêðîñêîïà DM-4000 (Leica) è öèôðî-
âîé êàìåðû DFC420 è ñîñòàâëÿåò 0.026.

Îáùåïðèíÿòûì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ äåíñèòîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ â ÿäðàõ,
îêðàøåííûõ êðàñèòåëåì Ô¸ëüãåíà, ïðîâîäèìûå íà ñêàíè-
ðóþùåì äåíñèòîìåòðå Vickers M8 (Rasch, Wyngaard,
2001; Rasch et al., 2004, 2008). Â êà÷åñòâå ìåðû, îòðàæàþ-
ùåé âàðüèðîâàíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ îäíîãî
âèäà, àâòîðû èñïîëüçóþò ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî
(SEM — Standard Error of Mean), îòíåñåííóþ ê âåëè÷èíå
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ. Ñîãëàñíî ýòîìó êðèòåðèþ, íàèáîëåå
òî÷íûå èçìåðåíèÿ íà ýòîì ïðèáîðå (çíà÷åíèÿ êðèòåðèÿ
0.07) áûëè ïîëó÷åíû äëÿ ÿäåð âçðîñëûõ îñîáåé Mesocyc-
lops edax (òàáë. 1; Rasch et al., 2008), ãäå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ,
SEM è êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé N ñîñòàâèëè 28.6, 0.219 è 25
ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñêîëüêó âàðüèðîâàíèå â íàøèõ îïûòàõ
îöåíèâàëîñü êàê ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå îò ñðåä-
íåãî:

ST
x x

n
=

∑ ( – )

–
,0

2

1

èñïîëüçóåìîå íàìè ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå â
ðàññìàòðèâàåìîì îïûòå ýòèõ àâòîðîâ ðàâíî SEM n, ò. å.
0.219�5 = 1.095, à îòíîñèòåëüíàÿ îøèáêà, ñëåäîâàòåëü-
íî, — 1.095/28.6 = 0.038 (3.8 %). Òàêèì îáðàçîì, èñïîëü-
çîâàíèå ñêàíåðà Vickers M8 íå äàåò ñóùåñòâåííûõ ïðåè-
ìóùåñòâ â îòíîøåíèè òî÷íîñòè èçìåðåíèé, ïîñêîëüêó â
íàøèõ îïûòàõ èíîãäà äîñòèãàëàñü è áîëåå âûñîêàÿ òî÷-
íîñòü (2.6 %).

Ðàíåå ìû ðàçâèëè ìåòîä îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà
ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê, îñíîâàííûé íà ñóììèðîâàíèè ñèãíà-
ëà ôëóîðåñöåíöèè îêðàøåííûõ ôëóîðîõðîìîì ÿäåð ïî
îïòè÷åñêèì ñðåçàì, ïîëó÷àåìûì ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè (Ëåáåäåâà è äð., 2010). Ðåçóëüòàòû èç-
ìåðåíèé êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ìåòàôàçíûõ è àíàôàçíûõ
ãðóïïàõ õðîìîñîì â êëåòêàõ èìàãèíàëüíîãî äèñêà ïðèâå-
äåíû â öèòèðóåìîé ðàáîòå (Ëåáåäåâà è äð., 2010, ðèñ. 1),
ãäå ïîêàçàíî, ÷òî êîýôôèöèåíò âàðèàöèè êàê äëÿ ìåòàôàç,
òàê è äëÿ àíàôàç íå ïðåâûøàåò 10 % îò âåëè÷èíû ñîäåð-
æàíèÿ ÄÍÊ. Â äðóãîé ðàáîòå (Ëåáåäåâà è äð., 2011) ìû
òàêæå ïðîâåëè èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ìåòàôàçíûõ
è àíàôàçíûõ ãðóïïàõ êëåòîê èìàãèíàëüíîãî äèñêà äðîçî-

ôèëû ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ. Â ýòîì
îïûòå ïðîâîäèëñÿ ñïåöèàëüíûé îòáîð èçìåðÿåìûõ àíà-
ôàçíûõ è ìåòàôàçíûõ ãðóïï íà ïðåäìåò ìàëîñòè ôîíîâîé
çàñâåòêè ó÷àñòêà èçîáðàæåíèÿ, ëåæàùåãî ðÿäîì ñ ãðóïïîé
õðîìîñîì (â íàøåì ìåòîäå âåëè÷èíà çàñâåòêè ôîíà âû÷è-
òàåòñÿ èç óðîâíåé ñèãíàëà õðîìîñîì). Ýòî ïîçâîëèëî ïî-
ëó÷èòü êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ìåòà-
ôàçíûõ ãðóïïàõ, ñîñòàâëÿþùèå 4 %, à â àíàôàçíûõ —
2 %.

Òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè îêðà-
øåííûõ òåì èëè èíûì ñïîñîáîì êëåòîê íà ïðîòî÷íîì öè-
òîìåòðå, ñîãëàñíî ïàñïîðòíûì äàííûì òàêèõ ïðèáîðîâ,
ñîñòàâëÿåò îêîëî 2 %. Íàèëó÷øàÿ òî÷íîñòü, äîñòèãíóòàÿ
â íàøèõ äåíñèòîìåòðè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñîñòàâèëà
2.6 %. Ýòî õîðîøî ñîîòâåòñòâóåò îáùåìèðîâîé ïðàêòèêå.
Ìèíèìàëüíàÿ ïîëó÷åííàÿ íàìè îøèáêà ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â ÿäðàõ êëåòîê èìàãèíàëüíîãî äèñêà äðîçîôèëû òàêæå ñî-
ñòàâëÿåò âåëè÷èíó îêîëî 2 %. Òàêèì îáðàçîì, âåëè÷èíû
îøèáîê îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ðàçëè÷íûìè ñòàí-
äàðòíûìè ìåòîäàìè áëèçêè.

Â òî æå âðåìÿ ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ îøèáêà
èçìåðåíèé ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê, íà-
õîäÿùèõñÿ â ôàçå ñòàöèîíàðíîãî ðîñòà, ñ ïîìîùüþ ìåòî-
äà ôëóîðåñöåíòíîé ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìîæåò ñîñòàâ-
ëÿòü äîëè ïðîöåíòà, ÷òî ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì îøèá-
êà äðóãèõ ìåòîäîâ. Òàêàÿ òî÷íîñòü ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè ñâÿçàíà ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì êëåòîê, êîòîðûå ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ èçìåðåíèé, à òàêæå ñ íîâûì
ñïîñîáîì ó÷åòà àïïàðàòíîãî íóëÿ, ïðåäëîæåííûì â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå. Â òî æå âðåìÿ ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè íå ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì â ñëó÷àÿõ, êîãäà êîëè÷åñò-
âî êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà íåâåëèêî (áèîïñèÿ èëè èññëåäî-
âàíèå æèâîòíûõ ìàëîãî ðàçìåðà), à òàêæå â ñëó÷àÿõ,
êîãäà èäåíòèôèêàöèÿ èññëåäóåìûõ êëåòîê ëåã÷å äîñòèãà-
åòñÿ ñ ïîìîùüþ öèòîëîãè÷åñêîãî ïðîñìîòðà, ÷åì ñ ïîìî-
ùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë (êëåòêè çàðîäûøåâîé ëèíèè
èëè ïîëèïëîèäíûå êëåòêè ñëþííûõ æåëåç äâóêðûëûõ).

Ïðîâåäåííûé íàìè àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íàèáîëüøèé
âêëàä â ïîãðåøíîñòü îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè âíîñèòñÿ äå-
òåêòèðóåìûì â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ «ñäâèãîì íóëÿ».
Ïðèìåíåíèå ââåäåííîãî íàìè ìåòîäà ó÷åòà ýòîãî âêëàäà
íà âåëè÷èíó ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ñïîñîáíî çíà÷è-
òåëüíî óìåíüøèòü ïîãðåøíîñòè áàçû äàííûõ
(http://www.genomesize.com), êîòîðàÿ èñïîëüçóåòñÿ â êà-
÷åñòâå áèîëîãè÷åñêèõ ñòàíäàðòîâ ïðè èçìåðåíèÿõ ðàçìå-
ðà ãåíîìîâ. Êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, íàè-
áîëåå òî÷íîå îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ìîæåò áûòü
äîñòèãíóòî ïðè èñïîëüçîâàíèè äåëÿùèõñÿ êëåòîê, ò. å. â
òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà èìåþòñÿ äâà ïèêà íà ðàñïðåäåëåíèè
êëåòîê ïî óðîâíþ ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò
îïðåäåëèòü âåëè÷èíó «ñäâèãà íóëÿ».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Èí-
òåãðàöèîííûõ ïðîåêòîâ ÑÎ ÐÀÍ (ïðîåêòû 37 è 7), Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-08-00651-à), Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû
Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè (ïðîåêòû P422,
P2497, P1039 è 14.740.11.0729), ïðåçèäèóìà ÐÀÍ (ïðî-
åêò 2009-27-15) è ïðåçèäåíòà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
(«Íàó÷íûå øêîëû», ïðîåêò 5387.2010.4).

Îñîáåííîñòè öèòîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå 189
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We suggest a new theoretical method of the flow cytometry DNA histograms and apply it for Drosophila
melanogaster imaginal discs cells. The model gives a possibility to determine the proportions of cells in G1,
G2 (M) and S cell cycle phases. We show that the precision of G1 and G2 (M) DNA content measurements is li-
mited by the precision of device zero signal arrangement. The usage of calculated device zero and dividing cells
as the DNA content standards may improve the precision of DNA content measurements. We also compared the
precisions of different DNA content methods and draw the conclusion that the current precisions of different
methods are similar and lie within 2—6 % interval.
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