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Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.
Ìåòîäû èçó÷åíèÿ ñóáïîïóëÿöèé âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë

Âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû — ýòî îáúåêòû íàíîìåòðîâûõ ðàçìåðîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ýíäîãåííûìè
íîñèòåëÿìè áèîìîëåêóë â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò çíà÷èòåëüíî ðàñ-
øèðÿþò íàøè çíàíèÿ î ìíîãîîáðàçèè ôóíêöèé âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë è óêàçûâàþò íà èõ âàæíîñòü â ðå-
àëèçàöèè ðÿäà ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, îáùóþ
ñîâîêóïíîñòü âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë ñîñòàâëÿþò ìíîãèå ñóáïîïóëÿöèè ÷àñòèö, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ðàçìåðàì, ìåõàíèçìàì îáðàçîâàíèÿ è âíóòðåííåìó ñîäåðæèìîìó. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ñâîéñòâà è
ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ îòäåëüíûõ ñóáïîïóëÿöèé âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë èçó÷åíû êðàéíå ñëàáî. Íàñòîÿ-
ùèé îáçîð ïîñâÿùåí îïèñàíèþ ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ èçó÷åíèÿ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë. Îñîáîå âíèìà-
íèå óäåëåíî ìåòîäó ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö, ïîñêîëüêó îí ïîçâîëÿåò ïðîèçâî-
äèòü îäíîâðåìåííîå èçìåðåíèå êîíöåíòðàöèè è ðàçìåðà âåçèêóë, íåñóùèõ îïðåäåëåííûå ìîëåêóëÿðíûå
ìàðêåðû â ñóñïåíçèè. Ðàññìîòðåíû ïðèíöèï ðàáîòû ýòîãî ìåòîäà, åãî âîçìîæíîñòè è îãðàíè÷åíèÿ â
ñðàâíåíèè ñ äðóãèìè ìåòîäèêàìè àíàëèçà õàðàêòåðèñòèê âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë. Ïðèâåäåíû ïðèìåðû
ïðèìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà òðàåêòîðèè íàíî÷àñòèö äëÿ âèçóàëèçàöèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë
ïîñðåäñòâîì äåòåêöèè â èõ ñîñòàâå áèëèïèäíûõ ìåìáðàí, ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ è ìèê-
ðîÐÍÊ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç òðàåêòîðèè íàíî÷àñòèö, âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû, ýêçî-
ñîìû, áèîìàðêåðû, êâàíòîâûå òî÷êè, ìèêðîÐÍÊ

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÀÑÌ — àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÂÂ — âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû,
ÃÈÌ — ãåëèé-èîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÄÐÑ — äèíàìè÷åñêîå ðàññåÿíèå ñâåòà, ÊÒ — êâàíòîâûå òî÷êè,
ÊÒÝÌ êðèîòðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÏÖ — ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, ÑÀÒÍ — ñâåòî-
ðàññåèâàþùèé àíàëèç òðàåêòîðèè íàíî÷àñòèö, ÑÈÑ — ñ÷èòûâàíèå èìïóëüñîâ ñîïðîòèâëåíèÿ, ÑÝÌ —
ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÒÝÌ — òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÔÀÒÍ —
ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç òðàåêòîðèè íàíî÷àñòèö.

Ñâîéñòâà âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë

Âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû (ÂÂ) — ýòî îêðóæåííûå ëè-
ïèäíûì áèñëîåì ÷àñòèöû äèàìåòðîì ìåíåå 2000 íì.
Ýòîò êëàññ îáúåäèíÿåò îáúåêòû, îïèñûâàåìûå â ëèòåðà-
òóðå êàê ýêçîñîìû, ýêòîñîìû, ìèêðîâåçèêóëû, ìèêðî÷àñ-
òèöû è àïîïòîòè÷åñêèå òåëà. ÂÂ ïîïàäàþò âî âíåêëåòî÷-
íîå ïðîñòðàíñòâî ëèáî ïóòåì îòïî÷êîâûâàíèÿ âíåøíèõ
÷àñòåé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòêè, ëèáî ïðîèñõî-
äÿò èç âíóòðèêëåòî÷íûõ îáðàçîâàíèé ìóëüòèâåçèêóëÿð-
íûõ òåë, ëèáî ôîðìèðóþòñÿ èç ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû ïðè ãèáåëè êëåòîê (Mateescu et al., 2017). ÂÂ îáíàðó-
æåíû âî âñåõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñðåäàõ îðãàíèçìà —
ïëàçìå êðîâè (Ibsen et al., 2017), öåðåáðîñïèíàëüíîé æèä-
êîñòè (Akers et al., 2016), ãðóäíîì ìîëîêå (Zempleni et al.,
2017), ñëþíå (Gallo et al., 2012; Kumeda et al., 2017), ñïåð-
ìå (Welch et al., 2017), æåëóäî÷íîì ñîêå (Yamamoto et al.,
2016), ìî÷å (Oosthuyzen et al., 2013), ïåðèêàðäèàëüíîì

âûïîòå (Beltrami et al., 2017), æåë÷è (Severino et al.,
2017) è ñëåçíîé æèäêîñòè (Ãðèãîðüåâà è äð., 2016). Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ïîâûøåííûé èíòåðåñ ê ýòèì ñòðóêòóðàì
îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ÷òî ÂÂ èãðàþò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â
ïàòîãåíåçå ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà (Harrison
et al., 2014; Rezaie et al., 2017).

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ áèîãåíåçà è ñîñòàâà ÂÂ âñå óáå-
äèòåëüíåå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëåòêè âûäåëÿ-
þò ãåòåðîãåííûå ïîïóëÿöèè âåçèêóë, êîòîðûå ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî ìåõàíèçìó îáðàçîâàíèÿ, ðàçìåðó è ìîëåêóëÿðíî-
ìó ñîñòàâó (Willms et al., 2016; Tkach et al., 2018). Òàê,
ñ ïîìîùüþ ïðîòåîìíûõ, òðàíñêðèïòîìíûõ è ëèïèäîì-
íûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóáïîïó-
ëÿöèè ÂÂ ñîäåðæàò ðàçíûå íàáîðû êîäèðóþùèõ è íåêî-
äèðóþùèõ ÐÍÊ, âêëþ÷àÿ ìèêðîÐÍÊ (Palma et al., 2012;
Chen, 2016), áåëêîâ (Kowal et al., 2016), à òàêæå ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî ëèïèäíîìó ñîñòàâó (Pienimaeki-Roemer et al.,
2015).
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Èçâåñòíà ðåãóëÿòîðíàÿ ðîëü ÂÂ. Îíè ñïîñîáíû ïåðå-
äàâàòü ñâîå ñîäåðæèìîå êëåòêàì è òàêèì îáðàçîì ðåãóëè-
ðîâàòü èõ ôóíêöèè (Valadi et al., 2007; Skog et al., 2008;
Aliotta et al., 2010). Ïðè÷åì ðàçëè÷íûå ñóáïîïóëÿöèè ÷àñ-
òèö îêàçûâàþò ðàçíîå ðåãóëÿòîðíîå âîçäåéñòâèå íà êëåò-
êè-ðåöèïèåíòû (Xu et al., 2015; Willms et al., 2016; Tkach
et al., 2018).

Ïðè èçìåíåíèè ñâîéñòâ êëåòîê íàáëþäàåòñÿ èçìåíå-
íèå êîëè÷åñòâà, ðàçìåðà è ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà ñåêðå-
òèðóåìûõ èìè âåçèêóë (Van der Vlist et al., 2012; Giusti
et al., 2015). Ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ öèðêóëèðóþùèõ â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ÂÂ òàêæå äèíàìè÷åñêè ìåíÿåò-
ñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà. Òàê, ïîêàçàíî,
÷òî ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ ÂÂ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà çà-
âèñèò îò âîçðàñòà è ïîëà (Baek et al., 2016), ìåíÿåòñÿ ïðè
ìåòàáîëè÷åñêîì ñèíäðîìå è ñàõàðíîì äèàáåòå (Berezin
et al., 2015, 2016), ñèñòåìíîé êðàñíîé âîë÷àíêå (Osterga-
ard et al., 2013), îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ è ïîâðåæ-
äåíèè ìèîêàðäà (Xu et al., 2017). Ïîýòîìó ÂÂ ÿâëÿþòñÿ
ïåðñïåêòèâíûìè áèîìàðêåðàìè ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïàòî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ.

Ñ ó÷åòîì ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèé ÂÂ ñòàíîâèòñÿ
î÷åâèäíûì, ÷òî äëÿ áîëåå ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ èõ ôóíê-
öèé è ìåõàíèçìîâ áèîãåíåçà, à òàêæå äëÿ ðàçðàáîòêè íà
îñíîâå èõ äåòåêöèè ñïåöèôè÷íûõ áèîìàðêåðîâ íåîáõî-
äèìî èçó÷åíèå ñóáïîïóëÿöèé âåçèêóë, ò. å. âåçèêóë îïðå-
äåëåííîãî ðàçìåðà, íåñóùèõ õàðàêòåðíûé íàáîð ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ. Ïîñêîëüêó ÂÂ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
ìîëåêóëÿðíîìó ñîñòàâó, èìåþò ñõîäíûå îñíîâíûå áèî-
ôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, òàêèå êàê ðàçìåð è ïëîò-
íîñòü, ðàñïðîñòðàíåííûå ìåòîäû âûäåëåíèÿ, îñíîâàííûå
íà ýòèõ õàðàêòåðèñòèêàõ, íå ïîçâîëÿþò ïîëó÷àòü ãîìî-
ãåííûå ñóáïîïóëÿöèè âåçèêóë (Tkach et al., 2018). Ïîýòî-
ìó íåîáõîäèìû ìåòîäû, ïîçâîëÿþùèå â ãåòåðîãåííûõ
ïîïóëÿöèÿõ îáúåêòîâ íàíîìåòðîâîãî äèàïàçîíà äåòåêòè-
ðîâàòü è èçìåðÿòü õàðàêòåðèñòèêè îòäåëüíîé ÷àñòèöû.
Âàæíûìè ïàðàìåòðàìè ÂÂ ÿâëÿþòñÿ ðàçìåð, ïðèñóòñòâèå
íàáîðà õàðàêòåðíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ (ôåíîòèï) è
àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî â îáðàçöå. Îïðåäåëåíèå ýòèõ ïà-
ðàìåòðîâ ïîçâîëèò êàê èññëåäîâàòü îòäåëüíûå ñóáïîïó-
ëÿöèè âåçèêóë, òàê è õàðàêòåðèçîâàòü ãåòåðîãåííîñòü
(ñëîæíîñòü) âñåãî îáðàçöà è áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàçâè-
òèþ áîëåå ãëóáîêîãî ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë.

Ìåòîäû èçó÷åíèÿ ðàçìåðîâ, êîëè÷åñòâà
è ôåíîòèïà ÂÂ

Íàáîð ìåòîäîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ÂÂ â ïåðâóþ î÷åðåäü
îïðåäåëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòüþ äåòåêòèðîâàòü îáúåêòû
ðàçìåðîì â äåñÿòêè è ñîòíè íàíîìåòðîâ. Îñíîâíûå ìåòî-
äû ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòè
ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà âåçèêóë ïî ñóòè îöåíèâàþò
ðàçíûå ïàðàìåòðû (Mercus, 2009). Òàê, ìåòîäû ÄÐÑ,
ÑÀÒÍ è ÔÀÒÍ îöåíèâàþò ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ
(÷àñòî íàçûâàåìûé ðàäèóñîì Ñòîêñà) ÷àñòèöû â ñóñïåí-
çèè. Îí ðàññ÷èòûâàåòñÿ èç êîýôôèöèåíòà äèôôóçèè ÷àñ-
òèöû è èç äîïóùåíèÿ, ÷òî èññëåäóåìûé îáúåêò â ñóñïåí-
çèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé æåñòêèé øàð. Òîãäà êàê ìåòîäû
ÒÝÌ, ÊÒÝÌ è ÑÝÌ îöåíèâàþò ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ðà-
äèóñ âåçèêóëû. Ýòè ìåòîäè÷åñêèå îñîáåííîñòè îáóñëîâ-
ëèâàþò ðàçëè÷èÿ â ðàçìåðàõ âåçèêóë, èçìåðåííûõ ðàçíû-
ìè ñïîñîáàìè (Chernyshev et al., 2015; Almizraq et al.,
2017).

È ñ ñ ë å ä î â à í è å Â Â, è ì ì î á è ë è ç î â à í í û õ í à
ò â å ð ä û õ ï î ä ë î æ ê à õ. Ì å ò î ä û ì è ê ð î ñ ê î ï è è.
Ñâîéñòâà ÷àñòèö íàíîìåòðîâîãî äèàïàçîíà ìîæíî èçó-
÷àòü, äåòåêòèðóÿ êîíêðåòíûå ÷àñòèöû ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïèè. Ïîñêîëüêó ðàçìåð áîëüøèíñòâà ÂÂ ìåíüøå äèô-
ðàêöèîííîãî ïîðîãà âèäèìîãî ñâåòà, äëÿ èçó÷åíèÿ ýòèõ
÷àñòèö ïðèìåíÿþò ìåòîäû ÀÑÌ (Sharma et al., 2010),
ÑÝÌ (Wu et al., 2015), ÑÝÌ íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ (Êîíä-
ðàòîâ è äð., 2017), ÒÝÌ (Ãðèãîðüåâà è äð., 2017), ÊÒÝÌ
(Tatischeff et al., 2012; Yuana et al., 2013), à òàêæå ÃÈÌ
(Paolini et al., 2016). Ïðè èçó÷åíèè ìåòîäîì ÊÒÝÌ ñóñ-
ïåíçèÿ ÂÂ çàìîðàæèâàåòñÿ è èññëåäóåòñÿ ïðè êðèîãåí-
íûõ òåìïåðàòóðàõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áîëåå íàòèâ-
íûå ñòðóêòóðû, ÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè ôèêñàöèè îáðàç-
öà. Â îñòàëüíûõ ìåòîäàõ ïðåïàðàò âåçèêóë ðàçìåùàåòñÿ
íà òâåðäîé ïîäëîæêå, ôèêñèðóåòñÿ è âûñóøèâàåòñÿ.

Â ñëó÷àå ÀÑÌ ïîâåðõíîñòü ïðåïàðàòà ñêàíèðóåòñÿ
ñïåöèàëüíûì çîíäîì — êàíòèëåâåðîì. Ñèëû, ñ êîòîðûìè
êàíòèëåâåð âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïðåïàðàòîì (â îñíîâíîì
ýòî ñèëû Âàí-äåð-Âààëüñà), ðåãèñòðèðóþòñÿ àïïàðàòóðîé,
êîòîðàÿ ñòðîèò ïðîôèëü ïîâåðõíîñòè îáðàçöà. Â ñëó÷àÿõ
ÒÝÌ è ÑÝÌ îáðàçåö âåçèêóë ïîäâåðãàåòñÿ âîçäåéñòâèþ
ïîòîêà ýëåêòðîíîâ. ÃÈÌ îòëè÷àåòñÿ îò ÑÝÌ òåì, ÷òî â
ýòîì ìåòîäå âìåñòî ïó÷êà ýëåêòðîíîâ èñïîëüçóåòñÿ ïó÷îê
èîíîâ ãåëèÿ è ýòî ïîçâîëÿåò íåñêîëüêî óâåëè÷èòü êàê ðàç-
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Îñíîâíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ ðàçìåðîâ è êîëè÷åñòâà âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë
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ÏÖ Îò 150 + Àâòîìàòè÷åñêèé + +

ÄÐÑ 0.5—10000 – » + +

ÑÈÑ 40—10000 – » + +

ÑÀÒÍ 50—2000 – » + +

ÔÀÒÍ 50—2000 + » + +

ÀÑÌ Îò 1 + Ïî ôîòîãðàôèÿì – –

ÑÝÌ Îò 0.17 + Òî æå – –

ÒÝÌ Îò 0.4 + » » – –

ÃÈÌ Îò 0.25 + » » – –

ÊÝÌ Îò 0.4 + » » – –



ðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü ìèêðîñêîïà, òàê è ãëóáèíó ðåç-
êîñòè (Paolini et al., 2016). Îòäåëüíîé ìîäèôèêàöèåé ÑÝÌ
ÿâëÿåòñÿ ÑÝÌ íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ (Pawley, Schatten,
2008). Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü ÂÂ áåç íàïû-
ëåíèÿ íà íèõ ìàòåðèàëà, îòðàæàþùåãî ýëåêòðîíû (êàê
ïðàâèëî, çîëîòà), ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü áîëåå òî÷íî îöå-
íèâàòü ðàçìåð ÂÂ è èçó÷àòü ìîðôîëîãèþ èõ ïîâåðõíîñòè
(Êîíäðàòîâ è äð., 2017). Ñ ïîìîùüþ äàííûõ ìåòîäèê
ìîæíî îïðåäåëèòü ðàçìåð è ìîðôîëîãèþ îòäåëüíûõ ÷àñ-
òèö. Êðîìå ýòîãî, âñå óêàçàííûå ìåòîäèêè ìèêðîñêîïèè
ïîçâîëÿþò äåòåêòèðîâàòü ÂÂ, íåñóùèå íà ïîâåðõíîñòè
îïðåäåëåííûå áèîõèìè÷åñêèå ìàðêåðû, çà ñ÷åò îêðàñêè
ïðåïàðàòà àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êîëëîèä-
íûì çîëîòîì (Goldberg, Fiserova, 2010). Îäíàêî ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ýòè ìåòîäû ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî òðóäîåì-
êèìè, ïîñêîëüêó òðåáóþò äîëãîé ïðîáîïîäãîòîâêè è ðó÷-
íîãî èçìåðåíèÿ äèàìåòðà ÷àñòèö íà ôîòîñíèìêàõ.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å Â Â â ñ ó ñ ï å í ç è ÿ õ. Ì å ò î ä
ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è (Ï Ö). Îäíèì èç ñàìûõ
ðàñïðîñòðàíåííûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ ñóñïåíçèé ÂÂ
ÿâëÿåòñÿ ÏÖ. Â îñíîâå ìåòîäèêè ëåæèò ïðèíöèï îáëó-
÷åíèÿ ëàçåðíûì ëó÷îì ñóñïåíçèè ÷àñòèö, äâèæóùèõñÿ
÷åðåç êàïèëëÿð. Ïðè ýòîì ñ÷èòûâàåòñÿ íåñêîëüêî ïîêàçà-
òåëåé ïîòîêà ÷àñòèö — ïðÿìîå ñâåòîðàññåÿíèå (õàðàêòå-
ðèçóåò ðàçìåð ÷àñòèö) è áîêîâîå ñâåòîðàññåÿíèå (îáó-
ñëîâëåíî âíóòðåííèì ñòðîåíèåì èëè ãðàíóëÿðíîñòüþ ÷à-
ñòèö). Ñ ïîìîùüþ ýòîé ìåòîäèêè ìîæíî èçó÷àòü
îáúåêòû, ìå÷åííûå ñïåöèôè÷åñêèì ôëóîðîôîðîì. Îùó-
òèìûì ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî âñå âûøå-
èçëîæåííûå ïîêàçàòåëè ìîãóò èññëåäîâàòüñÿ ó êàæäîé
êîíêðåòíîé ÷àñòèöû. Ýòî ïîçâîëÿåò îõàðàêòåðèçîâàòü
îáúåêòû, íåñóùèå íåñêîëüêî ñïåöèôè÷íûõ ìàðêåðîâ, à
ïðè íàëè÷èè ñîîòâåòñòâóþùåãî îáîðóäîâàíèÿ ìîæíî èõ
îòñîðòèðîâàòü è ïîëó÷èòü îáîãàùåííûé ïðåïàðàò.

Îäíàêî îãðîìíûå âîçìîæíîñòè ýòîé ìåòîäèêè ñîïðÿ-
æåíû ñ öåëûì ðÿäîì îãðàíè÷åíèé. Â ÷àñòíîñòè, ìåòîä â
îñíîâíîì ïðåäíàçíà÷åí äëÿ âûÿâëåíèÿ ñóáïîïóëÿöèé
îáúåêòîâ, îäíîâðåìåííî íåñóùèõ íåñêîëüêî ìàðêåðîâ, è
èçó÷åíèÿ ïðîïîðöèé ýòèõ ñóáïîïóëÿöèé â îáðàçöå. Áîëü-
øèíñòâî ïðèáîðîâ èìååò çàÿâëåííûé ôèðìîé-ïðîèçâîäè-
òåëåì ìèíèìàëüíûé äèàìåòð äåòåêòèðóåìûõ ÷àñòèö â
500 íì. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî ìèíèìàëü-
íûé äèàìåòð îáúåêòîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè ñîñòàâëÿåò 300 íì (Dragovic et al., 2011; Van
der Pol et al., 2013). Îäíàêî ïðèáîðû íîâîãî ïîêîëåíèÿ,
êîòîðûå íàçûâàþò ïðîòî÷íûìè öèòîôëóîðèìåòðàìè âû-
ñîêîãî ðàçðåøåíèÿ, ïîçâîëÿþò äåòåêòèðîâàòü ÷àñòèöû
äèàìåòðàìè 100 è 200 íì (Wisgrill et al., 2016). Ïðè ýòîì
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî îïðåäåëåíèå ðàçìåðîâ îáúåêòîâ
ìåòîäîì ÏÖ ïðîâîäèòñÿ ñ ïîìîùüþ êàëèáðàòîðîâ, â êà-
÷åñòâå êîòîðûõ âûñòóïàþò ñèíòåòè÷åñêèå êðåìíèåâûå
èëè ïîëèñòèðîëüíûå ÷àñòèöû (Nolte-’t Hoen et al., 2012;
Poncelet et al., 2016). Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
òàêèõ êàëèáðîâî÷íûõ ÷àñòèö, â ÷àñòíîñòè êîýôôèöèåíò
ïðåëîìëåíèÿ ñâåòà, ñèëüíî îòëè÷àþòñÿ îò ïîäîáíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê ÂÂ. Ýòî îïðåäåëÿåò ñëîæíîñòè â òî÷íîì
îïðåäåëåíèè ðàçìåðîâ ÷àñòèö ìåòîäîì ÏÖ. Ïîýòîìó òðå-
áóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ, ÷òîáû âûÿñíèòü,
êàêîìó ðàçìåðó âåçèêóë ñîîòâåòñòâóþò ìèíèìàëüíûå
ðàçìåðû êàëèáðîâî÷íûõ ÷àñòèö, êîòîðûå óâåðåííî äåòåê-
òèðóþò ïðîòî÷íûå öèòîôëóîðèìåòðû âûñîêîãî ðàçðåøå-
íèÿ. Ó÷èòûâàÿ ýòî, â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøèíñòâî èñ-
ñëåäîâàòåëåé ïðèäåðæèâàþòñÿ ìíåíèÿ î òîì, ÷òî ñ ïîìî-
ùüþ ÏÖ âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ ìîæíî äåòåêòèðîâàòü è
ðàçðåøàòü âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû äèàìåòðîì áîëåå

150 íì (Wisgrill et al., 2016). Ïðè ýòîì èçâåñòíî, ÷òî çíà-
÷èòåëüíàÿ äîëÿ ÂÂ èìååò äèàìåòð ìåíåå 100 íì (Van der
Pol et al., 2013).

Ñëåäóåò óïîìÿíóòü, ÷òî äëÿ èçó÷åíèÿ ÷àñòèö äèàìåò-
ðîì ìåíåå 150 íì ñ ïîìîùüþ ÏÖ èñïîëüçóåòñÿ ñîðáöèÿ
âåçèêóë íà ãðàíóëû, ïîêðûòûå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêå-
ðîâ ýòèõ ñòðóêòóð (Lof et al., 2016). Îäíàêî ýòà ìåòîäèêà
íå ïîçâîëÿåò àäåêâàòíî îöåíèòü íè ðàçìåð ÂÂ, íè èõ êîí-
öåíòðàöèþ. Êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé ñîñòàâ ÷àñ-
òèö, âûäåëåííûõ ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, â òîì ÷èñëå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ãðàíóë, çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àåòñÿ (Tripis-
ciano et al., 2017).

Ïîñêîëüêó ïðè ïðîâåäåíèè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
êëþ÷åâûì àñïåêòîì ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèå ñâåòà îò èçó÷àå-
ìûõ îáúåêòîâ, íóæíî ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå, ÷òî äèà-
ìåòð è ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷àñòèöû ìåíüøå, ÷åì
ó êëåòêè, è, ñëåäîâàòåëüíî, îíè îòðàæàþò ñâåòà çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøå, ÷åì òðàäèöèîííûå îáúåêòû èçó÷åíèÿ.
Ñëåäóþùåå îãðàíè÷åíèå ìåòîäà òàêæå ñâÿçàíî ñ ìàëûìè
ðàçìåðàìè ÷àñòèö. Åñëè èñõîäèòü èç îäèíàêîâîé ïëîòíî-
ñòè àíòèãåíîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê è âåçèêóë, òî âåçè-
êóëû áóäóò èìåòü â 10 000 ðàç ìåíüøå ïîâåðõíîñòíûõ
ìîëåêóë. Êðîìå òîãî, àíàëîãè÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîäåð-
æèìîãî êëåòîê è âåçèêóë ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ñîäåðæèìîå âåçèêóë áóäåò ñîñòàâëÿòü 1/105 îò ñîäåðæè-
ìîãî êëåòêè (Nolan, Jones, 2017).

Èçó÷àåìûå ÂÂ, êàê ïðàâèëî, èìåþò ìåíüøèå ðàçìå-
ðû, ÷åì äëèíà âîëíû, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò äåòåêöèÿ
ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê. Â òàêîé ñèòóàöèè ïðîáëåìàòè÷íî
«ðàçäåëèòü» ÷àñòèöû êàê ðàçíûå ñîáûòèÿ, îäíîâðåìåííî
ïîïàâøèå â äåòåêòèðóþùèé ëó÷. Â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðà-
òóðå òàêàÿ ñèòóàöèÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå «coincidence».
Â ñëó÷àå êëåòîê åñòü âîçìîæíîñòü äåòåêòèðîâàòü äóïëå-
òû ïî ïàðàìåòðàì Height è Area, â ñëó÷àå èçó÷åíèÿ ÷àñ-
òèö íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü èññëåäîâàíèå îáðàçöîâ â ñå-
ðèéíûõ ðàçâåäåíèÿõ, ïîäáèðàÿ àäåêâàòíîå (Nolan, 2015;
Nolan, Jones, 2017). Êðîìå ýòîãî, ñëåäóåò óïîìÿíóòü, ÷òî
äðóãèå ìåòîäèêè èññëåäîâàíèÿ ÂÂ â ñóñïåíçèÿõ (ÄÐÑ,
ÑÀÒÍ, ÔÀÒÍ è ÑÈÑ) ìîãóò òàêæå ðåãèñòðèðîâàòü ãðóï-
ïó ÷àñòèö êàê îäíó, ÷òî ïðèâîäèò ê èñêàæåíèþ ðåçóëüòà-
òîâ èçìåðåíèÿ è êîëè÷åñòâà è ðàçìåðîâ ÷àñòèö.

Â êðîâîòîêå ïðèñóòñòâóåò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñòðóê-
òóð, ñõîæèõ ïî ðàçìåðó ñ ÂÂ (ëèïîïðîòåèíû, õèëîìèêðî-
íû, êîìïëåêñû àíòèòåë è ò. ä.). Òàêèì îáðàçîì, ïðè ÏÖ
êëèíè÷åñêèõ îáðàçöîâ âåëèêà âåðîÿòíîñòü äåòåêòèðîâàòü
ýòè ñòðóêòóðû, ïðèíÿâ èõ çà ÂÂ. Ïîýòîìó â êà÷åñòâå êîí-
òðîëÿ íåîáõîäèì àíàëèç îáðàçöîâ, îáðàáîòàííûõ äåòåð-
ãåíòàìè (Nolan, Jones, 2017). Áóôåðû è ðàñòâîðèòåëè, èñ-
ïîëüçóåìûå â ïðîöåññå ïðîáîïîäãîòîâêè, ìîãóò èìåòü â
ñâîåì ñîñòàâå êàêîå-òî êîëè÷åñòâî ìóñîðà íàíîìåòðîâîãî
äèàïàçîíà, êîòîðûé òàêæå ìîæåò äåòåêòèðîâàòüñÿ è ìàñ-
êèðîâàòü ïðèñóòñòâèå âåçèêóë. Êðîìå òîãî, ïîãðåøíîñòè
ñàìîãî ïðèáîðà âëèÿþò íà ìèíèìàëüíûé ðàçìåð äåòåêòè-
ðóåìûõ îáúåêòîâ (Nolan, Jones, 2017). Âñå ýòî òðåáóåò ïî-
ñòàíîâêè äîïîëíèòåëüíûõ êîíòðîëåé (öèòîìåòðèÿ îòäå-
ëüíî áóôåðîâ, ðàñòâîðèòåëåé è ò. ä.), ÷òî óâåëè÷èâàåò
÷èñëî íåîáõîäèìûõ ìàíèïóëÿöèé è íàñòðîåê, ñíèæàÿ
óòèëèòàðíîñòü è ñòàíäàðòèçàöèþ ìåòîäà èìåííî â îòíî-
øåíèè äåòåêöèè ÂÂ.

Ì å ò î ä Ä Ð Ñ. (Äðóãèå íàçâàíèÿ ìåòîäà — êâàçèýëà-
ñòè÷åñêîå ðàññåÿíèå ñâåòà è ôîòîíîêîððåëÿöèîííàÿ ñïåê-
òðîñêîïèÿ.) Ìåòîä îñíîâàí íà îöåíêå èçìåíåíèé ñïåêòðà
ðàññåÿíèÿ ñóñïåíçèè ÷àñòèö â ðàñòâîðå â ïðîöåññå èõ
áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ (Merkus, 2009). Ìåòîä õàðàêòå-
ðèçóåò öåëóþ ñîâîêóïíîñòü ÿâëåíèé, ïðîèñõîäÿùèõ ñî
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ñâåòîì ïðè óïðóãîì (ðýëååâñêîì) ðàññåèâàíèè â ñóñïåí-
çèè. Ãëàâíûì îáðàçîì, ýòî ñìåùåíèå äëèíû âîëíû çà
ñ÷åò äîïëåðîâñêîãî ñäâèãà. Êðîìå ýòîãî, îöåíèâàåòñÿ èç-
ìåíåíèå íàïðàâëåíèÿ ñâåòà è åãî èíòåíñèâíîñòè. Ìåòî-
äèêà ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü äîëþ ÷àñòèö êîíêðåòíîãî ðàç-
ìåðà â ñóñïåíçèè. Äèàïàçîí îöåíèâàåìûõ ÷àñòèö äîñòà-
òî÷íî âåëèê (0.5—10 000 íì). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â
äàííîì ìåòîäå ñèãíàë ðåãèñòðèðóåòñÿ íå îò êàæäîé êîíê-
ðåòíîé ÷àñòèöû, à îò âñåãî àíñàìáëÿ îáúåêòîâ â ñóñïåí-
çèè. Ýòî ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì îãðàíè÷åíèåì äàííîãî
ìåòîäà äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïîëèäèñïåðñíûõ ñìåñåé ÷àñ-
òèö, ñïîñîáíûõ ê àãðåãàöèè, êîòîðûìè ÿâëÿþòñÿ ïðåïà-
ðàòû ÂÂ. Êðîìå òîãî, ýòîò ìåòîä íå ïîçâîëÿåò îöåíèòü
àáñîëþòíóþ êîíöåíòðàöèþ ÷àñòèö â ðàñòâîðå.

Ì å ò î ä Ñ È Ñ îñíîâàí íà èçìåíåíèè ýëåêòðè÷åñêîãî
ñîïðîòèâëåíèÿ æèäêîñòè ïðè ïðîõîæäåíèè ÷àñòèö èç
ñóñïåíçèè ÷åðåç íàíîïîðó (Vogel et al., 2016). Ïðè ýòîì
÷åì áîëüøå ÷àñòèöà, òåì áîëüøåå ñîïðîòèâëåíèå ðåãèñò-
ðèðóåòñÿ. Ïðîêàëèáðîâàâ ïðèáîð ñóñïåíçèÿìè ÷àñòèö ñ
èçâåñòíûìè ðàçìåðàìè, ìîæíî äîñòàòî÷íî òî÷íî îïðåäå-
ëÿòü ðàçìåðû ÷àñòèö, à ðåãóëèðóÿ ñêîðîñòü ïîòîêà, ìîæ-
íî îïðåäåëÿòü èõ êîíöåíòðàöèþ (Coumans et al., 2014;
Anderson et al., 2015). Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü
ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòèö â äèàïàçîíå îò 40 äî 10 000 íì.
Ìåòîä ÑÈÑ ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü àáñîëþòíóþ êîíöåíòðà-
öèþ ÂÂ.

Ì å ò î ä Ñ À Ò Í. Â åãî îñíîâå, òàê æå êàê è â îñíîâå
ÄÐÑ, ëåæèò àíàëèç áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ ÷àñòèö â êîë-
ëîèäíûõ ðàñòâîðàõ (Carr et al., 2009; Saveyn et al., 2010).
Îáðàçåö, ñîäåðæàùèé ñóñïåíçèþ èññëåäóåìûõ ÷àñòèö,
ïîìåùàåòñÿ ïîä ìèêðîñêîï è îáëó÷àåòñÿ ñáîêó ëó÷îì
òîíêî ñôîêóñèðîâàííîãî ëàçåðà (Gardiner et al., 2013)
(ðèñ. 1). Ïðè ýòîì êàæäàÿ èíäèâèäóàëüíàÿ ÷àñòèöà âûãëÿ-
äèò êàê ñâåòÿùàÿñÿ òî÷êà, òðåïåùóùàÿ â ðåçóëüòàòå áðîó-
íîâñêîãî äâèæåíèÿ (Van der Meeren et al., 2012). Òîëùèíà
ðàáî÷åé êàìåðû, â êîòîðóþ ïîìåùåíà ñóñïåíçèÿ, ñîñòàâ-
ëÿåò 0.5 ìì. Ïðè ýòîì òîëùèíà ëó÷à ëàçåðà â òî÷êå íà-
áëþäåíèÿ ñîñòàâëÿëà ïðèìåðíî 20 ìêì, ÷òî ïðèáëèçè-
òåëüíî ñîîòâåòñòâóåò ãëóáèíå ðåçêîñòè êàìåðû ìèêðî-
ñêîïà. Äëÿ àíàëèçà õàðàêòåðèñòèê ÷àñòèö ïðîèñõîäèò
âèäåîçàïèñü èõ äâèæåíèÿ ñî ñêîðîñòüþ 30 êàäðîâ çà 1 ñ.
Íà îñíîâå ýòîé çàïèñè ñòðîèòñÿ òðàåêòîðèÿ äâèæåíèÿ
êîíêðåòíîé ÷àñòèöû. Ñèñòåìà îòñëåæèâàåò öåíòð êàæäîé
÷àñòèöû è îïðåäåëÿåò åå ïåðåìåùåíèå çà åäèíèöó âðåìå-
íè. Èç çíà÷åíèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà ðàññ÷èòûâàåòñÿ êîýôôè-
öèåíò äèôôóçèè. Çíàÿ ýòîò êîýôôèöèåíò, âÿçêîñòü ñðåäû
è òåìïåðàòóðó ïðåïàðàòà, ìîæíî ðàññ÷èòàòü ãèäðîäèíà-

ìè÷åñêèé ðàäèóñ ÷àñòèöû èç óðàâíåíèÿ Ýéíøòåé-
íà—Ñòîêñà:

( , ) / ( ) / ( ),x y Dt K T dB t

2 4 3= = πη

ãäå ( , )x y 2 — ñðåäíèé êâàäðàò ïåðåìåùåíèÿ ÷àñòèöû
ïî äâóì èçìåðåíèÿì, D — êîýôôèöèåíò äèôôóçèè, t —
äëèòåëüíîñòü îäíîãî êàäðà, KB — ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìà-
íà, Tt — òåìïåðàòóðà â êåëüâèíàõ, h — âÿçêîñòü ñðåäû,
d — ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ ÷àñòèöû. Äëÿ ïîâûøå-
íèÿ òî÷íîñòè ðàñ÷åòà êîýôôèöèåíòà äèôôóçèè èñïîëü-
çóþòñÿ òîëüêî äîñòàòî÷íî äëèííûå òðàåêòîðèè íàíî÷à-
ñòèö. Ïðè ýòèõ ðàñ÷åòàõ èñêëþ÷àþòñÿ ÷àñòèöû, âîêðóã
êîòîðûõ îáðàçîâàëèñü êîëüöà Íüþòîíà.

Â ñëó÷àå ïîëèäèñïåðñíûõ ñèñòåì, ê êîòîðûì îòíî-
ñÿòñÿ ïðàêòè÷åñêè âñå áèîëîãè÷åñêèå æèäêîñòè, îáû÷íî
ïðîâîäÿò íåñêîëüêî èçìåðåíèé, à çàòåì óñðåäíÿþò èõ
çíà÷åíèÿ. Ìèíèìàëüíûé ðàçìåð ÷àñòèö, äåòåêòèðóåìûõ
ìåòîäîì ÑÀÒÍ, îïðåäåëÿåò ïîêàçàòåëü ïðåëîìëåíèÿ ÷àñ-
òèö (Gardiner et al., 2014). Âñå ÂÂ èìåþò íèçêèé ïîêàçà-
òåëü ïðåëîìëåíèÿ, è ïî ýòîé ïðè÷èíå íåëüçÿ äåòåêòèðî-
âàòü ýòè ÷àñòèöû, åñëè îíè ìåíüøå 40—50 íì. Ñëåäóåò
òàêæå óïîìÿíóòü, ÷òî ìèíèìàëüíûé ðàçìåð ÷àñòèö, ðåãè-
ñòðèðóåìûõ ìåòîäîì ÑÀÒÍ, ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ äëÿ âåçè-
êóë, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé,
ïîñêîëüêó ýòè ÷àñòèöû ìîãóò èìåòü ðàçíûå êîýôôèöèåí-
òû ïðåëîìëåíèÿ (Gardiner et al., 2014). Ââèäó òîãî ÷òî èí-
òåíñèâíîñòü áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ çàâèñèò îò òåìïå-
ðàòóðû èññëåäóåìîãî îáðàçöà, ïðîáà ïîäâåðãàåòñÿ òåð-
ìîñòàòèðîâàíèþ â ïðèáîðå, òàê æå êàê è â ñëó÷àå
ÄÐÑ. Ìåòîä íå òðåáóåò ïðåäâàðèòåëüíîé êàëèáðîâêè
ïðèáîðà ñòàíäàðòíûìè ðàñòâîðàìè ÷àñòèö. Ñóùåñòâåí-
íûì íåäîñòàòêîì ìåòîäà ïî ñðàâíåíèþ ñ ÄÐÑ è ÑÈÑ ÿâ-
ëÿåòñÿ áîëüøîé ðàçìåð ôàéëà èíäèâèäóàëüíîãî èçìå-
ðåíèÿ (~200 Ìá äëÿ îäèíî÷íîé çàïèñè ïðîäîëæèòåëü-
íîñòüþ 30 ñ), ïîñêîëüêó â ïðîöåññå èçìåðåíèÿ
çàïèñûâàåòñÿ âèäåîèíôîðìàöèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûå âûøå ñîâðåìåííûå ìåòî-
äû àíàëèçà ÷àñòèö íàíîìåòðîâîãî äèàïàçîíà èìåþò ñó-
ùåñòâåííûå îãðàíè÷åíèÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ÂÂ. Ýòè ìåòîäû
ïîçâîëÿþò ëèáî îïðåäåëèòü òîëüêî êîëè÷åñòâî è ðàçìåð
÷àñòèö è íå äàþò âîçìîæíîñòè âûäåëÿòü ñóáïîïóëÿöèè
âåçèêóë, íåñóùèå ñïåöèôè÷íûå ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû
(ìåòîäû ÑÀÒÍ, ÄÐÑ è ÑÈÑ), ëèáî íå ïîçâîëÿþò èññëåäî-
âàòü ÷àñòèöû ðàçìåðîì ìåíåå 150 íì (ÏÖ), ëèáî íå ïî-
çâîëÿþò êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëÿòü êîíöåíòðàöèþ âåçè-

490 Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ïðèíöèï äåòåêöèè âåçèêóë ìåòîäàìè ÑÀÒÍ è ÔÀÒÍ.



êóë è áûñòðî ðàññ÷èòûâàòü ðàçìåðû ÷àñòèö (ÀÑÌ, ÒÝÌ,
ÊÒÝÌ, ÑÝÌ è ÃÈÌ). Ìåòîä ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà
òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü îäíîâðå-
ìåííîå èçìåðåíèå êîíöåíòðàöèè è ðàçìåðà âåçèêóë, íåñó-
ùèõ îïðåäåëåííûå ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû â ñóñïåíçèè.
Ïîýòîìó äàëåå ïîäðîáíåå ðàññìàòðèâàåòñÿ ïðèíöèï ðà-
áîòû ýòîãî ìåòîäà, à òàêæå ïðèâåäåíû ïðèìåðû åãî ïðè-
ìåíåíèÿ äëÿ âèçóàëèçàöèè ÂÂ.

Ïðèíöèï ðàáîòû ìåòîäà ÔÀÒÍ

Â îñíîâå ìåòîäà ëåæèò ìîäèôèêàöèÿ ìåòîäà ÑÀÒÍ,
êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò äîïîëíèòåëüíî âûäåëÿòü ñóáïîïóëÿ-
öèè ÂÂ, íåñóùèõ îïðåäåëåííûé ìîëåêóëÿðíûé ìàðêåð.
Äëÿ ýòîãî ïåðåä îáúåêòèâîì ìèêðîñêîïà, ñ÷èòûâàþùåãî
ñèãíàë îò ÷àñòèö, ïîìåùàåòñÿ ñâåòîôèëüòð (ðèñ. 1). Ýòî
ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ðàçìåðû è àáñîëþòíóþ êîíöåíòðà-
öèþ òîëüêî ÂÂ, ôëóîðåñöèðóþùèõ â îïðåäåëåííîé ÷àñòè
ñïåêòðà. Ïåðåä ïîäîáíûì èññëåäîâàíèåì âåçèêóëû ìå-
òÿòñÿ ðàçëè÷íûìè àãåíòàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóî-
ðîôîðàìè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìåòîä ÔÀÒÍ èìååò ðÿä
îãðàíè÷åíèé. Òàê, îáëó÷åíèå ÷àñòèöû ëàçåðîì â òå÷åíèå
ñåàíñà âèäåîçàïèñè ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ôëóîðîôîð äî-
ñòàòî÷íî áûñòðî âûãîðàåò è îáñ÷åò ÷àñòèö äåëàåòñÿ íå-
âîçìîæíûì. Äëÿ áîðüáû ñ âûãîðàíèåì èñïîëüçóþò äâà
ïîäõîäà. Â ïåðâîì ñëó÷àå ïðîáó ïîäàþò â ÿ÷åéêó äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ øïðèöåâîãî íàñîñà. Òàêèì îáðà-
çîì, â ÿ÷åéêå ñîçäàåòñÿ ïîñòîÿííûé òîê æèäêîñòè. Ïðè
ýòîì ÷àñòèöû ñ âûãîðåâøèìè ôëóîðîôîðàìè çàìåùàþòñÿ
äðóãèìè ñ åùå íå âûãîðåâøåé ìåòêîé (Pasalic et al., 2016;
Baldwin et al., 2017). Â ïîäîáíûõ óñëîâèÿõ äåòåêöèè ñëå-
äóåò äîñòàòî÷íî òî÷íî ðåãóëèðîâàòü ñêîðîñòü ïîòîêà, ïî-
ñêîëüêó ïðè ðàçíûõ ñêîðîñòÿõ ðàçìåð ÷àñòèö áóäåò êàçà-
òüñÿ ðàçíûì (Tong et al., 2016; Gerritzen et al., 2017). Ïî
ýòîé ïðè÷èíå äëÿ òàêîé ïðîöåäóðû íåëüçÿ ïðèìåíÿòü ïå-
ðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ, òàê êàê â ýòîì ñëó÷àå æèäêîñòü
áóäåò äâèãàòüñÿ òîë÷êàìè è ýòî íå äàñò âîçìîæíîñòè îöå-
íèòü ïàðàìåòðû èññëåäóåìûõ ÷àñòèö. Âî ìíîãèõ ðàáîòàõ
ïî èññëåäîâàíèþ ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ìåòîäîì ÔÀÒÍ
äëÿ óìåíüøåíèÿ âûãîðàíèÿ ìåòêè ïðèìåíÿåòñÿ âòîðîé
ïîäõîä, êîãäà âìåñòî îáû÷íîãî õèìè÷åñêîãî ôëóîðîôîðà
(FITC, CY2, CY3 ALEXA è ïð.) èñïîëüçóþò ôëóîðîôîðû
íà îñíîâå êâàíòîâûõ òî÷åê (ÊÒ).

ÊÒ — ýòî íàíîêðèñòàëëû ïîëóïðîâîäíèêîâ, õàðàêòå-
ðèçóþùèåñÿ âûñîêîé ôîòîñòàáèëüíîñòüþ. ÊÒ ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî ðàçìåðàì, ñïåêòðó èñïóñêàíèÿ è õèìè÷åñêîìó
ñîñòàâó. Â èññëåäîâàíèÿõ ÂÂ, ìå÷åííûõ ÊÒ, ìåòîäîì
ÔÀÒÍ èñïîëüçóþò êâàíòîâûå ñèñòåìû èç ñåëåíèäà êàä-
ìèÿ, îêðóæåííûå âíóòðåííåé îáîëî÷êîé èç ñóëüôèòà
öèíêà è âíåøíåé — èç ïîëèìåðà. Ñïåêòð èñïóñêàíèÿ ÊÒ
çàâèñèò îò ðàçìåðà èõ ÿäðà èç ñåëåíèäà êàäìèÿ. Â ðàáîòàõ
ïî èññëåäîâàíèþ ÂÂ ìåòîäîì ÔÀÒÍ èñïîëüçóþò ÊÒ ñ
ìàêñèìóìàìè èñïóñêàíèÿ 655 íì (Wang et al., 2016), 605
(Dragovic et al., 2011, 2015; Oosthuyzen et al., 2013; Car-
nell-Morris et al., 2017; McNicholas, Michael, 2017; Truong
et al., 2017), 585 (Gercel-Taylor et al., 2012) è 565 íì
(Zhang et al., 2016). Ñóùåñòâóþò êàê íàáîðû äëÿ êîíúþãà-
öèè ÊÒ ñ àíòèòåëàìè, òàê è ãîòîâûå âòîðè÷íûå àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÊÒ.

Îïðåäåëåííóþ ñëîæíîñòü ïðè äåòåêöèè ÷àñòèö ìåòî-
äîì ÔÀÒÍ òàêæå ïðåäñòàâëÿåò ôëóîðåñöåíöèÿ ñðåäû, â
êîòîðîé íàõîäÿòñÿ èññëåäóåìûå ÂÂ. Ïðè âûñîêîé ôëóî-
ðåñöåíöèè ýòîé æèäêîñòè, ê ïðèìåðó çà ñ÷åò ïðèñóòñòâèÿ
íåñâÿçàâøèõñÿ ìå÷åíûõ àíòèòåë, ïðèáîð ìîæåò íå äåòåê-

òèðîâàòü èññëåäóåìûå ÷àñòèöû. Òàêæå èññëåäîâàòåëþ
ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ââèäó áîëüøîãî ðàçìåðà ÊÒ, êî-
òîðûìè ìå÷åíû àíòèòåëà, ñòàíîâèòñÿ àêòóàëüíûì âîïðîñ
î òîì, íå áóäóò ëè ýòè êðóïíûå ÷àñòèöû îêàçûâàòü ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà ñàìó ñóñïåíçèþ. Â ìåòîäè÷åñêîé
ñòàòüå (McNicholas, Michael, 2017) ïðåäëàãàëîñü èñïîëü-
çîâàòü äëÿ óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñ ÊÒ, ðåàãåíò ExoQuick. Ýòîò ðåàãåíò ïîçâîëÿåò
äîñòàòî÷íî áûñòðî è ýôôåêòèâíî âûäåëÿòü âåçèêóëû èç
áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé (Helwa et al., 2017). Îäíàêî
ïîêà íåÿñíî, íàñêîëüêî õîðîøî ExoQuick ïîçâîëÿåò î÷è-
ñòèòü ïðåïàðàò îò ÊÒ, íå ñâÿçàííûõ ñ ÂÂ, ïîñêîëüêó ïîêà
íåò ðàáîò, ñðàâíèâàþùèõ ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòèö â î÷è-
ùåííûõ è íåî÷èùåííûõ ïðåïàðàòàõ. Òàêæå ïðåäëàãàåòñÿ
óäàëÿòü íåñâÿçàâøèåñÿ àíòèòåëà ñ ÊÒ ïóòåì îòìûâêè ñóñ-
ïåíçèè ÂÂ íà ôèëüòðàõ â 300 êÄà (Gardiner et al., 2013).
Îäíàêî, ïî âñåé âèäèìîñòè, ëèíåéíûå ðàçìåðû ÊÒ
(20 íì) ïðîñòî íàõîäÿòñÿ íèæå ïðåäåëà äåòåêöèè âåçèêóë
ïðè ïðèìåíåíèè ìåòîäà ÔÀÒÍ (40—50 íì). Äðóãàÿ âîç-
ìîæíàÿ ïðîáëåìà äåòåêöèè âåçèêóë, îêðàøåííûõ àíòèòå-
ëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ÊÒ, ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ
òåì, ÷òî èç-çà áîëüøîé ïîâåðõíîñòè êâàíòîâîé òî÷êè íà
íåå ìîæåò ñîðáèðîâàòüñÿ íåñêîëüêî ÂÂ, êîòîðûå â ýòîì
ñëó÷àå áóäåò íåâîçìîæíî îòëè÷èòü îò îäíîé âåçèêóëû
áîëåå êðóïíîãî ðàçìåðà.

Òàêæå ñëåäóåò ó÷åñòü, ÷òî íà íåêîòîðûõ ÂÂ ìîãóò
áûòü ðåöåïòîðû ïðîòèâ Fc- ôðàãìåíòîâ àíòèòåë (Thery
et al., 2001), ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê íåñïåöèôè÷åñêîìó ìå-
÷åíèþ ýòèõ ñòðóêòóð. Äëÿ ñíèæåíèÿ ýòîãî ýôôåêòà ìîæ-
íî ïðèìåíÿòü íåñêîëüêî ìåòîäèê. Ýòî ïðîâåäåíèå èçîòè-
ïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ ðàáîòû àíòèòåë, îêðàñêà âåçèêóë
òîëüêî Fab- ôðàãìåíòàìè àíòèòåë èëè îêðàñêà àíòèòå-
ëàìè, â êîòîðûõ ôëóîðîôîð ïðèøèò èìåííî ê Fc-ôðàã-
ìåíòó. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå óìåíüøàåòñÿ âîçìîæíîñòü
âçàèìîäåéñòâèÿ èììóíîãëîáóëèíà ñ Fc-ðåöåïòîðîì, è ýòî
ïîìîãàåò èçáåæàòü íåñïåöèôè÷åñêîé êîíúþãàöèè ôëóî-
ðîôîðà ñ âàðèàáåëüíûìè äîìåíàìè èììóíîãëîáóëèíîâ,
÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê ëîæíîïîëîæèòåëüíûì ðåçóëüòà-
òàì ïðè ìå÷åíèè âåçèêóë òàêèìè àíòèòåëàìè. Ïî ýòîé
ïðè÷èíå âûïóñêàþòñÿ íàáîðû äëÿ êîíúþãàöèè ÊÒ ñ óãëå-
âîäàìè, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ â êîíñòàíòíûõ äîìåíàõ òÿæå-
ëûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ (Harlow, Lane, 1988). Îò-
ìå÷àþò (Gardiner et al., 2013), ÷òî äëÿ îïòèìàëüíîé îêðàñ-
êè âåçèêóë æåëàòåëüíî óâåëè÷èâàòü âðåìÿ èõ èíêóáàöèè
ñ àíòèòåëàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ îêðàñêîé äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ìåòîäîì ÏÖ. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ñðàâíåíèå ðå-
çóëüòàòîâ àíàëèçà îäíèõ è òåõ æå îáðàçöîâ ìåòîäàìè
ÔÀÒÍ è ÑÀÒÍ äàåò âîçìîæíîñòü îöåíèòü äîëþ âåçèêóë,
íåñóùèõ èññëåäóåìûé ìàðêåð, îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ÷àñ-
òèö (Carnell-Morris et al., 2017).

Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ ÑÀÒÍ
è ÔÀÒÍ

Ì å ò î ä Ñ À Ò Í è í å ì å ÷ å í û å Â Â. Ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ÑÀÒÍ ïîêàçàíî áîëåå ÷åì òðåõêðàòíîå óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà è äâóêðàòíîå óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ÂÂ,
öèðêóëèðóþùèõ â æèäêîñòè ðîòîâîé ïîëîñòè ïðè îíêî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ (Zlotogorski-Hurvitz et al., 2016).
Òàêæå ýòèì ìåòîäîì ïîêàçàíî áîëåå ÷åì äâóêðàòíîå óâå-
ëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ýêçîñîì â ïëàçìå è ñûâîðîòêå êðîâè
ïðè àëêîãîëüíîì ãåïàòèòå (Momen-Heravi et al., 2015), áî-
ëåå ÷åì äåñÿòèêðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ýêçîñîì â
ïëàçìå êðîâè ïðè òðàâìàõ (Kuravi et al., 2017) è èçìåíå-

Ìåòîäû èçó÷åíèÿ ñóáïîïóëÿöèé âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë 491



íèå ñðåäíåãî ðàçìåðà ýêçîñîì â ïëàçìå êðîâè ïðè äèàáåòå
1-ãî òèïà (Garcia-Contreras et al., 2017). Òàêæå ìåòîä
ÑÀÒÍ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ñåêðåöèè ìèêðîâåçè-
êóë è ýêçîñîì èììóííûìè êëåòêàìè (Soo et al., 2012).

Ì å ò î ä Ô À Ò Í ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ì à ë î ñ ï å -
ö è ô è ÷ í û õ ê ð à ñ è ò å ë å é ê ë å ò î ÷ í î é ì å ì á ð à í û
(P K H 6 7 è C e l l M a s k O r a n g e). Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíû
îáùèå ïðèíöèïû, ïðèìåíÿåìûå äëÿ èçó÷åíèÿ ÂÂ ìåòî-
äîì ÔÀÒÍ. Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó íå ñóùåñòâóåò îáùå-
ïðèíÿòîé ìåòîäèêè èññëåäîâàíèÿ îáðàçöîâ ýòèì ìåòîäîì
ââèäó ïîêà âåñüìà îãðàíè÷åííîãî êðóãà ðàáîò. Íèæå ìû
áîëåå ïîäðîáíî ðàññìîòðèì íåêîòîðûå ïðèìåðû ïðèìå-
íåíèÿ ÔÀÒÍ.

Îäíèì èç ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ ñïîñîáîâ èçó÷åíèÿ âå-
çèêóë ÿâëÿåòñÿ èõ ìå÷åíèå êðàñèòåëåì ÐKÍ67. Ýòîò êðà-
ñèòåëü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã ëè-
ïèäîâ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, íåñóùèé ôëóîðåñöåíòíóþ
ìåòêó. Â îäíîé èç ðàáîò (Pasalic et al., 2016) âåçèêóëû,
âûäåëåííûå èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ îîöèòîâ ÷åëîâåêà ëèíèè HEY, îêðàøèâàëè êðà-
ñèòåëåì ÐKÍ67 è àíàëèçèðîâàëè ìåòîäàìè ÏÖ è
ÔÀÒÍ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåòåêòèðóåìûå êîíöåíòðàöèè
ìå÷åíûõ ÂÂ ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõ ýòèõ ìåòîäîâ íå
ðàçëè÷àþòñÿ.

Äðóãèì êðàñèòåëåì, ïîçâîëÿþùèì ìàëîñïåöèôè÷íî
îêðàñèòü êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó, ÿâëÿåòñÿ CellMask Orange
(ÑÌÎ). Ýòîò êðàñèòåëü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ëåêòèí, êîíú-
þãèðîâàííûé ñ ôëóîðîôîðîì. Ëåêòèíû — ýòî áåëêè, ñâÿ-
çûâàþùèå óãëåâîäû, â òîì ÷èñëå íàõîäÿùèåñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè âåçèêóë â ñîñòàâå ãëèêîïðîòåèíîâ è ãëèêîëèïèäîâ
(Sharon, Lis, 2007). Îïóáëèêîâàíû ïðîòîêîëû (Carnell-

Morris et al., 2017) îêðàñêè ÂÂ êðàñèòåëåì ÑÌÎ. Ýòèì
êðàñèòåëåì îêðàøèâàëè âåçèêóëû, ïîëó÷åííûå èç ïëàçìû
êðîâè ÷åëîâåêà, è èññëåäîâàëè èõ ìåòîäàìè ÑÀÒÍ è
ÔÀÒÍ (Gardiner et al., 2013). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïðàê-
òè÷åñêè âñå âåçèêóëû ïëàçìû êðîâè ìåòÿòñÿ ÑÌÎ.

Îòäåëüíûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èñïîëüçîâàíèå êðà-
ñèòåëÿ êàëüöåèíà-ÀÌ. Îí äîáàâëÿåòñÿ ê âåçèêóëàì â
íåôëóîðåñöèðóþùåé ôîðìå, êîòîðàÿ ïðîíèêàåò ÷åðåç
êëåòî÷íûå ìåìáðàíû. Â êëåòêå èëè â âåçèêóëå ïîä âîç-
äåéñòâèåì ýñòåðàç êàëüöåíèí-ÀÌ ïðåâðàùàåòñÿ âî ôëóî-
ðåñöèðóþùóþ ôîðìó (êàëüöåèí). Ñàì êàëüöåèí íå ñïîñî-
áåí ïðîíèêàòü ñêâîçü ìåìáðàíû. Òàêèì îáðàçîì, ñî÷åòà-
íèå ýòîãî êðàñèòåëÿ ñ êðàñèòåëåì ÐKÍ67 ìîæåò äàòü
âîçìîæíîñòü íå òîëüêî îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî è ðàçìåð
÷àñòèö, èìåþùèõ ëèïèäíóþ ñòðóêòóðó, íî è îòäåëèòü èí-
òàêòíûå ÷àñòèöû îò òåõ, â êîòîðûõ èìåþòñÿ ðàçðûâû
ìåìáðàí. Ïîäîáíàÿ ïîñòàíîâêà ýêñïåðèìåíòà ïðåäëàãà-
ëàñü â ñòàòüå Ãðåé ñ ñîàâòîðàìè (Gray et al., 2015). Àâòî-
ðû ïîêàçàëè ýôôåêòèâíîñòü ñîâìåñòíîãî ïðèìåíåíèÿ
ýòèõ äâóõ êðàñèòåëåé ïðè èçó÷åíèè ÂÂ ìåòîäîì ÏÖ.

Ì å ò î ä Ô À Ò Í ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ç î í ä î â ê
ì è ê ð î Ð Í Ê. Â êà÷åñòâå çîíäîâ äëÿ äåòåêöèè ÂÂ, ñîäåð-
æàùèõ îïðåäåëåííûå ìèêðîÐÍÊ, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû ìîëåêóëÿðíûå ìàÿêè. Ìîëåêóëÿðíûé ìàÿê ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé øïèëå÷íóþ ñòðóêòóðó íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
íà êîíöàõ êîòîðîé íàõîäÿòñÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ìåòêà è åå
ãàñèòåëü (Tyagi, Kramer, 1996). Â ïðèñóòñòâèè íóêëåèíî-
âîé êèñëîòû ìèøåíè ìîëåêóëÿðíûé ìàÿê íå ìîæåò îáðà-
çîâûâàòü øïèëå÷íóþ ñòðóêòóðó, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ôëóî-
ðîôîð óäàëÿåòñÿ îò ãàñèòåëÿ è åãî ôëóîðåñöåíöèÿ ïîä
âîçäåéñòâèåì âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ ìîæåò áûòü äå-
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òåêòèðîâàíà. Ýòîò ïîäõîä áûë ïðèìåíåí äëÿ äåòåêöèè
ìèêðîÐÍÊ-21 â âåçèêóëàõ èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû êëå-
òîê À549 (Baldwin et al., 2017). Â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíò-
íîé ìåòêè èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü Cy3. Ïðè ýòîì äîñòàâ-
êà ìîëåêóëÿðíîãî ìàÿêà âíóòðü âåçèêóëû îñóùåñòâëÿëàñü
ñ ïîìîùüþ ëèïîïëåêñà — ñìåñè ëèïèäîâ è íóêëåèíîâîé
êèñëîòû (Wu et al., 2013). Â ðàáîòå îöåíèâàëè íàèáîëåå
ýôôåêòèâíóþ êîíöåíòðàöèþ ìîëåêóëÿðíîãî ìàÿêà äëÿ
äîñòàâêè ýòîãî àãåíòà ïðè äåòåêöèè ÷àñòèö, ñîäåðæàùèõ
ìèêðîÐÍÊ-21.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ äîñòàâêè ìîëåêóëÿðíûõ
ìàÿêîâ â ÂÂ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ðàçíûå ìåòîäèêè.
Åñòü ðàáîòû, â êîòîðûõ âåçèêóëû èç êëåòîê MCF-7 è
CHO îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ñòðåïòîêîêêîâîãî ýêçî-
òîêñèíà ñòðåïòîëèçèíà Î (Lee et al., 2015; Rhee, Jeong,
2017). Ýòîò òîêñèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëîê ìàññîé
62 êÄà, âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ ìîëåêóëàìè õîëåñòåðîëà
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû; 45—50 ìîëåêóë ýòîãî áåëêà ôîð-
ìèðóþò ïîðó â ìåìáðàíå. Ïðè ýòîì íå î÷åíü ïîíÿòåí ìå-
õàíèçì, ïî êîòîðîìó ïîñëå òàêîé îáðàáîòêè ìèê-
ðîÐÍÊ-ìèøåíü îñòàåòñÿ â âåçèêóëå, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî
ñòðåïòîëèçèí Î ôîðìèðóåò ïîðó ðàçìåðîì 25—30 íì, ÷å-
ðåç êîòîðóþ ìîãóò âûõîäèòü áåëêè (â ÷àñòíîñòè, ëàêòàò-
äåãèäðîãåíàçà) è íóêëåèíîâûå êèñëîòû (Yang et al.,
2006). Áîëüøèå ðàçìåðû ïîðû íå òîëüêî äîëæíû ïîçâî-
ëÿòü âûõîäèòü ìîëåêóëå ìèêðîÐÍÊ èç âåçèêóëû, íî è
áûòü ñîïîñòàâèìûìè ñ ëèíåéíûìè ðàçìåðàìè ìåëêèõ âå-
çèêóë — ýêçîñîì. Ïîýòîìó îñòàåòñÿ íå äî êîíöà ïîíÿòíî,
íàñêîëüêî âîçäåéñòâèå àãåíòîâ, äîñòàâëÿþùèõ ìîëåêó-
ëÿðíûé ìàÿê â âåçèêóëû, ñêàçûâàåòñÿ íà èõ öåëîñòíîñòè.

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü îäíî-
âðåìåííîé îêðàñêè íåñêîëüêèìè ìîëåêóëÿðíûìè ìàÿêà-
ìè ïî êðàéíåé ìåðå òðåõ ðàçíûõ ìèêðîÐÍÊ â ÂÂ (Lee
et al., 2016). Â ïåðñïåêòèâå ýòà îêðàñêà â ñî÷åòàíèè ñ ìå-
òîäîì ÔÀÒÍ ìîæåò ïîçâîëèòü â îäíîì îáðàçöå îïðåäå-
ëÿòü êîëè÷åñòâî âåçèêóë îïðåäåëåííîãî ðàçìåðà, íåñó-
ùèõ â ñåáå íåñêîëüêî êîíêðåòíûõ ìèêðîÐÍÊ.

Ì å ò î ä Ô À Ò Í ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì à í ò è ò å ë
ê á å ë ê î â û ì ì à ð ê å ð à ì Â Â. Áåëêîâûå ìàðêåðû, ïðè-
ìåíÿåìûå äëÿ èçó÷åíèÿ ÂÂ, ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè
ãðóïïû — ìàðêåðû âåçèêóë, ìàðêåðû êëåòî÷íûõ òèïîâ,
ÿâëÿþùèõñÿ èñòî÷íèêàìè âåçèêóë, è ìàðêåðû ïðîöåññîâ,
íàïðèìåð àêòèâàöèè êëåòîê. Ñîâìåñòíàÿ îêðàñêà àíòèòå-
ëàìè ïðîòèâ áåëêîâ èç ýòèõ ãðóïï ìàðêåðîâ ïîçâîëÿåò
âûÿâèòü ñóáïîïóëÿöèþ âåçèêóë, îïðåäåëèòü èõ êëåòî÷-
íûé èñòî÷íèê è åãî ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå. Ê ðàñ-
ïðîñòðàíåííûì ìàðêåðàì ÂÂ îòíîñÿòñÿ áåëêè ãðóïïû
òåòðàñïàíèíîâ (Andreu, Yanez-Mo, 2014). Â ÷àñòíîñòè,
àíòèòåëàìè ïðîòèâ îäíîãî èç ýòèõ áåëêîâ (CD63) ÂÂ äå-
òåêòèðîâàëè ïðè èññëåäîâàíèè ìåòîäîì ÔÀÒÍ â òðåõ ðà-
áîòàõ (Wang et al., 2016; McNicholas, Michael, 2017; Tru-
ong et al., 2017). Ïîäðîáíàÿ ìåòîäèêà îêðàñêè âåçèêóë àí-
òèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ÊÒ, ïðèâåäåíà â
ìåòîäè÷åñêîé ðàáîòå (McNicholas, Michael, 2017). Â íåé
îïèñàíà ïðîöåäóðà êîíúþãàöèè ÊÒ QD 605 ñ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ìàðêåðà âåçèêóë áåëêà CD63 è óäàëåíèÿ íåñâÿçàâ-
øèõñÿ àíòèòåë ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà ExoQuick. Â ðàáîòå
Òðóîíã ñ ñîàâòîðàìè (Truong et al., 2017) ñ ïîìîùüþ äå-
òåêöèè ýêçîñîì, íåñóùèõ áåëîê CD63, ïîêàçàíî, ÷òî êî-
ëè÷åñòâî òàêèõ ýêçîñîì â êîíäèöèîííîé ñðåäå êëåòîê
òðîôîáëàñòà ïðè ãèïîêñèè óâåëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â
2 ðàçà. Â äðóãîé ðàáîòå (Wang et al., 2016) ïîêàçàíà âîç-
ìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà ÔÀÒÍ â ñèñòåìå èäåíòè-
ôèêàöèè ìàðêåðîâ íà ïîâåðõíîñòè ÂÂ. Â ýòîé ðàáîòå âû-
äåëÿëè ýêçîñîìû èç ïëàçìû êðîâè è êóëüòóðàëüíîé ñðåäû

ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìèêðîñîñóäîâ ìîçãà ÷åëîâåêà è
ïðåäøåñòâåííèêîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ýòè âåçèêóëû
âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ãðàíóë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ àíòèòå-
ëàìè ïðîòèâ CD105 (ìàðêåðà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê) è
CD34 (ìàðêåðà ïðåäøåñòâåííèêîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê). Ïîñëå âûäåëåíèÿ ýêçîñîìû èññëåäîâàëè ìåòîäîì
ÔÀÒÍ, ñâÿçûâàÿ èõ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàì ïðîòèâ ìàðêå-
ðîâ âåçèêóë (CD63 è àííåêñèí V), ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê (CD144) è ïðåäøåñòâåííèêîâ ýíäîòåëèÿ (KDR), à çà-
òåì îêðàøèâàëè âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàí-
íûìè ñ QD 655. Ïîäîáíàÿ ïîñòàíîâêà ýêñïåðèìåíòà
ïîçâîëÿëà îïðåäåëÿòü, äîëþ âåçèêóë, íåñóùèõ îäíîâðå-
ìåííî íåñêîëüêî áåëêîâûõ ìàðêåðîâ.

Â òðåõ ðàáîòàõ (Dragovic et al., 2011, 2015; Carnell-
Morris et al., 2017) èññëåäóþòñÿ âåçèêóëû, ïîëó÷åííûå èç
ïåðôóçèîííîé ñðåäû ñèíöèòèîòðîôîáëàñòà ÷åëîâåêà.
Â ýòèõ ðàáîòàõ ìåòîäîì ÔÀÒÍ èçó÷àëè ÷àñòèöû, íå-
ñóùèå ìàðêåð ïëàöåíòàðíîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû. Äëÿ
äåòåêöèè âåçèêóë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ ýòîãî
áåëêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ÊÒ, à â êà÷åñòâå èçîòèïè÷å-
ñêîãî êîíòðîëÿ ïðèìåíÿëè êîíòðîëüíûå àíòèòåëà, êîíú-
þãèðîâàííûå ñ ýòèì æå ôëóîðîôîðîì. Ýòè ðàáîòû ïîêà-
çàëè, ÷òî ïðè äåòåêöèè âåçèêóë ìåòîäîì ÑÀÒÍ íå íàáëþ-
äàëè ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ðàñïðåäåëåíèåì
âåçèêóë â îáðàçöàõ ñ êîíòðîëüíûìè àíòèòåëàìè è ñ àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ ôîñôàòàçû. Îäíàêî ïðè äåòåêöèè ÷àñòèö
â ðåæèìå ÔÀÒÍ â îáðàçöå, îêðàøåííîì êîíòðîëüíûìè
àíòèòåëàìè, íàáëþäàëè ëèøü ñëàáóþ ôëóîðåñöåíöèþ,
òîãäà êàê ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ùåëî÷íîé ôîñ-
ôàòàçû ÷åòêî äåòåêòèðîâàëèñü âåçèêóëû, íåñóùèå ýòîò
ìàðêåð.

Êàê ïîïûòêà ïðèìåíèòü ìåòîä ÔÀÒÍ äëÿ íóæä ìåäè-
öèíû èíòåðåñíà ðàáîòà, â êîòîðîé ýêçîñîìû âûäåëÿëè
èç ìî÷è íîðìàëüíûõ äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ ñ íåñàõàðíûì
äèàáåòîì, à òàêæå èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû êëåòîê
mCCDC11 ïî÷êè ìûøè (Oosthuyzen et al., 2013). Çàòåì
âåçèêóëû ìåòèëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêîâ àêâàïîðèíà 2
è CD24, êîíúþãèðîâàííûìè ñ QD 605. CD24 ÿâëÿåòñÿ
ìàðêåðîì ýêçîñîì, âûäåëÿåìûõ ñ ìî÷îé (Keller et al.,
2007). Àêâàïîðèí 2 — òðàíñìåìáðàííûé áåëîê, êîòîðûé
ó÷àñòâóåò â ðåàáñîðáöèè âîäû â ïî÷å÷íûõ êàíàëüöàõ â
îòâåò íà ãîðìîí íåéðîãèïîôèçà âàçîïðåññèí. Ïðîòåêàíèå
íåñàõàðíîãî äèàáåòà ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì ñåêðåöèè ýòî-
ãî ãîðìîíà. Â ðåçóëüòàòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîä âîçäåé-
ñòâèåì äåñìîïðåññèíà (àíàëîãà ãîðìîíà âàçîïðåññèíà)
êàê â ìî÷å, òàê è â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå êëåòîê mCCDC11
óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, íåñó-
ùèõ àêâàïîðèí 2 (Oosthuyzen et al., 2013).

Êðîìå âûøåóïîìÿíóòûõ áåëêîâ â äâóõ ðàáîòàõ (Ger-
cel-Taylor et al., 2012; Zhang et al., 2016) ìåòîäîì ÔÀÒÍ
äåòåêòèðîâàëè âåçèêóëû, ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ïðîòèâ
÷àñòî èñïîëüçóåìîãî áèîìàðêåðà îïóõîëåé (Went et al.,
2006) áåëêà EpCAM. Àíòèòåëà áûëè êîíúþãèðîâàíû ñ
QD 565. Â äðóãîé ðàáîòå (Gercel-Taylor et al., 2012) èññëå-
äîâàëè îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD63 è EpCAM
âåçèêóëû, ïîëó÷åííûå èç ñûâîðîòêè êðîâè ïàöèåíòîâ,
áîëüíûõ ðàêîì ÿè÷íèêîâ. Åñòü äàííûå ïî èçó÷åíèþ ýêçî-
ñîì, ïîëó÷åííûõ èç ñðåäû òðåõ ëèíèé êëåòîê îïóõîëè
ýïèòåëèÿ ÿè÷íèêà (OVCAR3, IGROV1 è ES-2) è îò ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ÿè÷íèêà ÷åëîâåêà (HOSEPiC) (Zhang
et al., 2016). Ñëåäóåò îòìåòèòü îñîáóþ çíà÷èìîñòü èçó÷å-
íèÿ ïîïóëÿöèè âåçèêóë, íåñóùèõ îíêîìàðêåðû, ïîñêîëü-
êó ïîêàçàíî, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ÂÂ ïðè îíêîëîãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèÿõ âûøå, ÷åì â íîðìå (Zlotogorski-Hurvitz
et al., 2016).
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Çàêëþ÷åíèå

Èçó÷åíèå ÂÂ â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðîâ ñîñòîÿíèÿ êëå-
òîê è ïîòåíöèàëüíûõ áèîìàðêåðîâ çàáîëåâàíèé ÿâëÿåòñÿ
àêòèâíî ðàçâèâàþùåéñÿ îáëàñòüþ èññëåäîâàíèé. Ïóáëè-
êóþòñÿ âñå íîâûå äàííûå î ãåòåðîãåííîñòè ìîëåêóëÿðíî-
ãî ñîñòàâà ðàçëè÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé ÂÂ. Ïðèìåíåíèå ê
áèîëîãè÷åñêèì îáðàçöàì ãðóïïû ìåòîäîâ àíàëèçà ñóñ-
ïåíçèé íà îñíîâå èçó÷åíèÿ êîëåáàíèÿ ÷àñòèö â ðåçóëüòàòå
èõ áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ îòêðûëî íîâûå âîçìîæíîñòè
äëÿ èññëåäîâàíèÿ õàðàêòåðèñòèê ÂÂ. Â ÷àñòíîñòè, ðàáîòû
ïîñëåäíèõ ëåò ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî îïèñûâàåìûé â
îáçîðå ìåòîä ÔÀÒÍ ïðèãîäåí äëÿ äåòåêöèè ÂÂ â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå, ìî÷å è ïëàçìå êðîâè. Èñïîëüçîâàíèå ìå-
÷åíûõ çîíäîâ ïðîòèâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò è ïîâåðõíîñò-
íûõ áåëêîâ ïîçâîëÿåò ñ ïîìîùüþ ÔÀÒÍ äàâàòü õàðàêòå-
ðèñòèêó ñïåöèôè÷íîñòè ñóáïîïóëÿöèé ÂÂ. Åñòü âñå
îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ÔÀÒÍ â ñî÷åòà-
íèè ñ äðóãèìè ñîâðåìåííûìè ìåòîäàìè áóäåò ñïîñîáñò-
âîâàòü áîëåå äåòàëüíîé è ïîëíîé õàðàêòåðèñòèêå ñóáïî-
ïóëÿöèé ÂÂ. Ýòî ñóùåñòâåííî ðàñøèðèò íàøè çíàíèÿ î
ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìàõ áèîãåíåçà è ðåãóëÿòîðíûõ
ôóíêöèÿõ ýòèõ îáúåêòîâ, à òàêæå ïðåäîñòàâèò íîâûå âîç-
ìîæíîñòè äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ èç-
ìåíåíèåì ñâîéñòâ ÂÂ, öèðêóëèðóþùèõ â ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ æèäêîñòÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-75-30052).
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Extracellular vesicles represent objects of nanometer size, which are endogenous carriers of biomolecules
in the intercellular space. Studies of recent years significantly expand our knowledge of the variety of extracel-
lular vesicles functions, and emphasize their important role in a number of physiological and pathological pro-
cesses. According to modern concepts, the whole set of extracellular vesicles consists of many subpopulations
of particles that have significant differences in their size, mechanisms of biogenesis and cargo. However, the
properties and molecular composition of individual subpopulations of extracellular vesicles have been very po-
orly studied. This review is devoted to the description of methods for investigation of extracellular vesicles.
Particular attention is paid to the method of fluorescence nanoparticle tracking analysis (fNTA), since it allows
in a suspension to simultaneously measure the concentration and size of vesicles bearing certain molecular mar-
kers. Principle of the fNTA method, its capabilities and limitations in comparison with other techniques for the
characterization of extracellular vesicles as well as examples of fNTA application for the visualization of extra-
cellular vesicles via detection of bilipid membranes, specific protein markers and microRNAs are discussed.

Key words: fluorescent nanoparticle tracking analysis, extracellular vesicles, exosomes, biomarkers, qu-
antum dots, microRNA
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