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Метод проточной цитометрии — наиболее информативный метод идентификации и количественного 
определения поверхностных маркеров клеток. Проточная цитометрия дает возможность проводить под-
счет клеток, а также характеризацию их типов и подтипов путем мечения клеток моноклональными анти-
телами, конъюгированными с флуорохромом. В настоящее время производителями продуктов на основе 
клеток человека накоплен значительный опыт применения проточной цитометрии, разработано боль-
шое количество методик, подлежащих валидации и включению в спецификацию на клеточный продукт.  
В обзоре авторами рассмотрен опыт применения метода проточной цитометрии для оценки качества 
клеточных линий человека, используемых, в частности, для создания препаратов с целью применения  
в клеточной терапии. Учитывая обязательное наличие клеточного компонента в составе биомедицинских 
клеточных продуктов (БМКП), метод проточной цитометрии будет являться обязательным при подтверж-
дении подлинности в ходе экспертизы качества БМКП в Российской Федерации.
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Flow cytometry is the most common method of identification and quantitation of cell surface markers. Flow cy-
tometry can be used for cell counting and characterization of cell types and subtypes by labeling cells with 
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies. Manufacturers of human cell-based medicinal products have 
accumulated significant experience in flow cytometry and developed a large number of procedures that can be 
validated and included into cell products specifications. The present review summarises the experience gained 
with the use of flow cytometry for characterization of human cell lines used to develop cell therapy products. Since 
all biomedical cell products (BMCPs) have a cellular component, it will be necessary to use the flow cytometry 
method for identification testing of BMCPs during evaluation of their quality.
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В настоящее время метод проточной цитометрии описан 
в ведущих мировых фармакопеях для количественной и ка-
чественной оценки популяций клеток как в биологических об-
разцах пациентов, так и в клеточных продуктах [1, 2]. В Евро-
пейском союзе и США при определении показателей качества  
и составлении спецификаций препаратов для клеточной тера-
пии метод проточной цитометрии используется для определе-
ния иммунофенотипического профиля, характеризующего чи-
стоту, подлинность и эффективность клеточного продукта [3, 
4]. Под эффективностью препарата понимается количествен-
ная мера биологической активности на основе характеристик 
продукта, которые связаны с соответствующими биологиче-
скими свойствами. Анализ, демонстрирующий биологическую 
активность, должен основываться на предполагаемом био-
логическом эффекте, который в идеале должен быть связан  
с клиническим ответом на применение продукта [5].

Основные клеточные характеристики (жизнеспособность, 
принадлежность к той или иной популяции, степень диффе-
ренцировки и др.), непосредственно влияющие на качество как 
конечных, так и промежуточных продуктов, могут быть опре-
делены с помощью технологии проточной цитометрии [6].

Проточная цитометрия применяется для определения 
подлинности клеточного компонента. Результаты теста могут 
быть получены в течение нескольких часов. Методика может 
быть валидирована при использовании набора антител, вза-
имодействующих с определенными эпитопами на клеточной 
поверхности. Оценка подлинности проводится определением 
иммунофенотипа, идентичность которого должна быть более 
80 %. На сегодняшний день использование проточной цитоме-
трии считается обязательным, но недостаточным для доказа-
тельства подлинности препарата, применяемого для клеточной 
терапии [3, 7, 8].

В связи с принятием в июне 2016 г. Федерального зако-
на № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах» все 
вновь разрабатываемые продукты, содержащие клеточные 
линии человека, должны быть стандартизованы. Одним из 
ключевых методов оценки показателей качества биомедицин-
ских клеточных продуктов (БМКП), безусловно, будет являть-
ся метод проточной цитометрии [9]. Цель работы — оценить 
наработанный отечественными и зарубежными учеными опыт 
стандартизации клеточных линий с использованием метода 
проточной цитометрии, возможные проблемы при его исполь-
зовании и подходы к их решению.

Основные характеристики метода

Метод проточной цитометрии — метод идентификации 
и количественного определения поверхностных маркеров 
клеток. При выполнении исследования образцы клеток окра-
шивают флуоресцирующими моноклональными антителами  
и затем подвергают анализу как однородную клеточную суспен-
зию при помощи лазера. С помощью проточной цитометрии 
определяют также такие параметры, как морфологические 
характеристики клеток и клеточно-подобных структур, кле-
точные пигменты, содержание ДНК, содержание РНК, белки, 
внутриклеточные маркеры, рН и др. Особенностью проточной 
цитометрии является автоматическая количественная оценка 
заданных параметров для большого числа отдельных клеток  
в процессе каждого анализа [7].

Проточная цитометрия является подходящим методом для 
идентификации, характеристики и выделения стволовых кле-
ток и клеток-предшественников для исследований и потенци-
ального клинического применения [10]. Особенность метода 
проточной цитометрии заключается в том, что с ее помощью 

можно быстро выполнять количественные измерения на от-
дельных клетках в их гетерогенной популяции. Идентифика-
ция и количественное определение отдельных клеточных под-
множеств сопровождается мультипараметрическим анализом: 
обычно определяют размер и неоднородность (измеренные 
прямым и боковым светорассеянием), а также используют 
маркеры подлинности (измерение флуоресценции). Одновре-
менное количественное определение жизнеспособности кле-
ток может проводиться с использованием 7-амино-актино-
мицина D (7-AAD). Многомерный проточно-цитометрический 
анализ позволяет выявить аберрантные популяции клеток 
костного мозга, лимфоидной ткани и периферической крови 
пациентов с лейкемией и лимфомой. Современные функцио-
нальные анализы позволяют непосредственно изучать состоя-
ние активности клеток путем измерения внутриклеточной про-
дукции/секреции цитокинов или хемокинов [10].

Проточная цитометрия позволяет проводить анализ под-
типов лейкоцитов путем мечения клеток моноклональными 
антителами, конъюгированными с флуорохромом. Экспрес-
сия CD34 класса III обычно используется для характеристики 
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) в периферической 
и пуповинной крови, костном мозге и очищенных препаратах 
ГСК из перечисленных источников. Сочетание реагентов анти-
CD45, анти-CD34 и красителя для определения жизнеспособ-
ности, например, 7-AAD широко используется в клинической 
практике. Эти анализы позволяют определять соответствую-
щее количество и тип требуемых клеточных популяций, а так-
же обнаруживать нежелательные клетки, такие как остаточные 
плюрипотентные клетки, которые у реципиента могут оказать-
ся туморогенными.

Преимуществами метода проточной цитометрии являются:
- возможность одновременного измерения нескольких па-

раметров для каждой клетки;
- достаточно высокая скорость проведения анализа;
- выделение популяций клеток (определение как поверх-

ностного фенотипа, так и внутриклеточных маркеров) и воз-
можность их сортировки;

- определение абсолютного и относительного содержания 
клеток в образце;

- оценка состояния ДНК, исследование стадий клеточного 
цикла, степени пролиферативной активности;

- одновременное изучение нескольких антигенных струк-
тур на одной клетке (коэкспрессия);

- способность обнаружить и охарактеризовать редкие со-
бытия и малочисленные клеточные популяции.

Среди основных недостатков метода проточной цитоме-
трии следует отметить:

- необходимость использования суспензии из отдельных 
клеток для проведения анализа и разрушения структуры ткани;

- достаточно высокая стоимость оборудования и реагентов;
- высокие требования к квалификации персонала и др.
Сложности возникают также с разработкой и производ-

ством стандартов как клеточных популяций, так и антител, ме-
ченных флуорохромами.

Определение экспрессии различных поверхностных мар-
керов стволовых клеток для классификации клеточного типа 
может быть затруднено вследствие артефактов в гетерогенной 
клеточной популяции. Применение рекомендуемых маркеров 
для иммунофенотипирования часто не является достаточным 
в гетерогенных клеточных смесях, таких как обработанный ли-
поаспират.

Кроме того, в нашей стране в настоящее время отсутствуют 
производство стандартов для цитофлуориметрии и междуна-
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родная гармонизированная система, согласно которой данные 
стандарты должны производиться.

Субъективность ручной работы вносит корректировку  
в данные и в значительной степени влияет на воспроизводи-
мость, надежность и сопоставимость результатов анализа ме-
тодом проточной цитометрии [11].

В частности, при появлении в результатах исследования 
редких случаев, как правило, невозможно отличить фрагмен-
ты нежизнеспособных клеток («клеточный дебрис») от редкой 
уникальной субпопуляции клеток. Обычно такие результаты 
исключаются из анализа данных. Однако эти «артефакты» 
могут представлять собой модифицированные типы клеток, 
присутствие которых нежелательно в готовом клеточном про-
дукте. Технологические достижения в настоящее время по-
зволяют проводить быструю и многомерную количественную 
оценку миллионов отдельных клеток для определения клеточ-
ных субпопуляций, а также оценку клеточной разнородности 
[12]. Например, была создана платформа OpenCyto (http://
www.opencyto.org) и разработаны методы автоматизирован-
ного гейтирования для анализа, создающего сотни значений 
фенотипов популяции клеток.

Автоматизированное гейтирование — это логическое огра-
ничение, используемое для селекции событий при анализе по 
нескольким коррелирующим параметрам [13]. OpenCyto выпол-
няет предварительную обработку, идентификацию популяции 
клеток, сопоставление популяции и корреляцию полученных 
результатов [10]. Эта платформа обеспечивает исследователя 
набором инструментов, которые хорошо подходят для гейтиро-
вания лимфоцитов, переходных В-клеток, синглетов, бимодаль-
ных, мультимодальных или редких популяций клеток. Таким об-
разом, подходы к минимизации ошибок при цитометрическом 
иммунофенотипировании должны включать в себя:

- определение стандартных панелей антител для иммуно-
фенотипирования;

- использование предварительно лиофилизированных ре-
агентов;

- автоматизация сбора данных на основе выборочных данных;
- подготовка образцов к окрашиванию in situ;
- использование калибровочных частиц для настройки 

прибора;
- центральный анализ одним или несколькими согласо-

ванными экспертами;
- использование автоматических алгоритмов гейтирования.
Учитывая обязательное наличие клеточного компонента  

в составе БМКП, метод проточной цитометрии будет являться 
обязательным при подтверждении подлинности в ходе экспер-
тизы качества БМКП в Российской Федерации.

Необходимое условие для исследования клеточной линии 
методом проточной цитометрии — использование суспензии 
клеток, так как измерение проводится в токе жидкости. Таким 
образом, исследование подлинности БМКП, которые представ-
ляют собой суспензии клеток, методом проточной цитометрии 
не составит трудностей, однако пробоподготовка (получение 
суспензии клеток) при наличии в составе БМКП медицинского 
устройства, геля или других носителей («скаффолдов») может 
быть затруднена, а в некоторых случаях практически неосу-
ществима без потери жизнеспособности клеток. Определение 
жизнеспособности клеток после отделения клеточного компо-
нента от неклеточного (например, от коллагена) является не-
обходимой процедурой перед проведением анализа [14].

Для проведения экспертизы качества в рамках государ-
ственной регистрации БМКП в соответствии с п. 17 Прило-
жения к Приказу Министерства здравоохранения Российской 

Федерации от 31 января 2017 г. № 30н «Об утверждении 
Правил проведения биомедицинской экспертизы биомеди-
цинских клеточных продуктов и форм заключений комиссии 
экспертов федерального государственного бюджетного уч-
реждения по проведению биомедицинской экспертизы био-
медицинских клеточных продуктов» заявитель представляет 
в экспертное учреждение, помимо образцов БМКП, клеточ-
ную линию (клеточные линии), входящую(ие) в состав БМКП, 
а в спецификации на БМКП должны содержаться сведения об 
идентичности (подлинности), в том числе в части экспрессии 
специфических поверхностных маркеров клеточной линии 
(иммунофенотип) и допустимое количественное содержание 
клеток до нанесения на носитель, определяемые методом 
проточной цитометрии.

Опыт применения проточной цитометрии  
для характеризации клеточных линий человека

Рассмотрим опыт применения метода проточной цитоме-
трии при характеризации клеточных линий человека, исполь-
зуемых, в частности, для создания препаратов в клеточной 
терапии.

Прогресс в области изучения регенеративного потенциала 
стволовых клеток обуславливает их широкое использование 
в клинических исследованиях. На сегодняшний день кли-
нические исследования в соответствии с данными «Реестра 
клинических исследований федеральных и частных фарма-
цевтических компаний» (Clinical Trials registry and database, 
www.ClinicalTrials.gov) проводятся с препаратами на основе 
стволовых клеток для лечения рака, повреждений мышц, ау-
тоиммунных заболеваний, травм спинного мозга и ряда других 
нарушений, для которых в настоящее время нет эффективной 
медикаментозной терапии или основные механизмы заболева-
ния еще не выяснены.

В целях стандартизации мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК), изолированных из различных тканей и куль-
тивируемых в различных условиях, Международным обще-
ством по клеточной терапии (Mesenchymal and Tissue Stem Cell 
Committee of the International Society for Cellular Therapy) были 
определены следующие минимальные критерии идентифика-
ции: адгезия к пластику при соблюдении стандартных условий 
при культивировании; способность к дифференцировке в осте-
областы, адипоциты, хондроциты в условиях in vitro; позитив-
ное окрашивание по поверхностным антигенам CD105/CD90/
CD73 и негативное по CD34/CD45/CD11b, или CD14/CD19, или 
CD79α/HLA-DR1 [15].

Если эти критерии не выполняются полностью, то термин 
«мезенхимальные стромальные клетки» должен использо-
ваться для клеток, полученных из костного мозга, или следует 
использовать другие термины для МСК-подобных клеток раз-
личного происхождения [16].

После публикации минимальных критериев в 2006 г. не-
которые исследователи отмечали, что с учетом новых иден-
тифицированных маркеров следует пересмотреть минималь-
ные критерии для определения человеческих МСК, а также 
для тканеспецифичных вариаций фенотипа этих клеток [17]. 
Хотя функциональное определение МСК вряд ли изменится, 
фенотипическое определение, по-видимому, меняется в зави-
симости от вида и источника ткани. Вероятно, появятся новые 
ткане- и видоспецифичные маркеры МСК.

При изучении свойств МСК было обнаружено большое 
количество поверхностных кластеров дифференцировки, 
экспрессируемых клетками, примеры которых представлены  
в таблице 1 [18].
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Таблица 1. Кластеры дифференцировки, наиболее часто используемые в качестве маркеров стволовых клеток

Название Расположение Основные функции

СD44 СК: эмбриональные, мезенхимальные, гематопоэтические.
Клетки злокачественных опухолей (изоформы CD44 S и V) Рецептор гиалуроновой кислоты

СD105
(эндоглин) Фибробласты, гладкомышечные и мезенхимальные СК

Трансмембранный белок, составная 
часть рецептора к трансформирующему 

ростовому фактору бета, стимуляция 
ангиогенеза

СD90 (Thy-1) Гематопоэтические, мезенхимальные, нейрональные СК Стимуляция нейрогенеза

CD73 (NT5E) СК всех типов, лимфоциты и лимфобласты 5’-рибонуклеотидфосфогидролаза

CD13
(аланинамино-
пептидаза)

Клетки микроворсинок тонкого кишечника и почек.
СК жировой ткани и эндометрия

Является экзопептидазой и высвобожда-
ет N-концевую аминокислоту из пептида 

(предпочтительно аланин)

CD10
(неприлизин)

Гематопоэтические СК — предшественницы T-, 
B-лимфоцитов и натуральных киллеров.

Клетки лимфом различного генеза

Нейтральная эндопептидаза, участвует в 
деградации натрийуретического пептида, 

а также брадикинина

Считается, что загрязнение культур МСК фибробластами 
может привести к снижению потенциала дифференцировки 
стволовых клеток [19]. Согласно данным научной литературы 
МСК и фибробласты имеют общие свойства, однако определе-
ние, предложенное Международным обществом по клеточной 
терапии, не позволяет различить МСК и фибробласты [20]. Ре-
зультаты исследований показывают, что использование CD10, 
CD26, CD106, CD146 и ITGA11 может быть полезно для иденти-
фикации МСК костного мозга и их отделения от человеческих 
дермальных фибробластов [21]. Такие поверхностные марке-
ры могут использоваться для контроля качества культур МСК 
после культивирования, криоконсервации, трансфекции генов 
и других манипуляций.

МСК обладают способностью к дифференцировке в раз-
личных направлениях. Например, хондрогенная дифференци-
ровка возможна у клеток, положительных по CD90 и отрица-
тельных по CD45 [22]. По мнению Y. Sakaguchi и соавт. (2005 г.),  
синовиальные МСК в сравнении с клетками, выделенными из 
костного мозга и надкостницы, характеризуются большей спо-
собностью к хондрогенной дифференцировке [22]. Несмотря 
на то что МСК жировой ткани обладают меньшим хондроген-
ным потенциалом в сравнении с МСК, выделенными из дру-
гих источников, они легко могут быть получены в количестве, 

необходимом для последующей трансплантации [23]. Необ-
ходимо отметить, что МСК из костного мозга и надкостницы 
обладают выраженным остеогенным потенциалом и способны 
к спонтанной дифференцировке в данном направлении, что 
может быть использовано при лечении дефектов костной тка-
ни [22].

В настоящее время нельзя заключить, что МСК, располо-
женные в разных тканях, имеют сходства (общие черты) или 
идентичны [24]. Например, МСК жировой ткани экспрессируют 
маркер CD34 [25], тогда как МСК костного мозга данный мар-
кер не экспрессируют. CD271 экспрессируется в синовиальной 
жидкости [26, 27]. МСК костного мозга экспрессируют W8-B2/
MSCA-1 в отличие от МСК, полученных из плаценты [28]. Это, 
вероятно, может способствовать производству терапевтиче-
ских продуктов на основе МСК с значительно улучшенным ка-
чеством и предсказуемым биологическим поведением. Кроме 
того, дальнейшее изучение функций МСК костного мозга при 
заболеваниях, связанных с физиологией кости и развитием 
клеток крови, включая остеопороз и лейкоз, приведет к по-
ниманию роли МСК в развитии этих заболеваний и открыва-
ет перспективы развития их терапии в дальнейшем. Различия  
в иммунофенотипе МСК, выделенных из разных источников, 
представлены в таблице 2.

Таблица 2. Иммунофенотип МСК в зависимости от источника выделения

Источник МСК (+) маркеры (–) маркеры Источник
литературы

Пуповинная 
кровь

CD10, CD13, CD29-integrin b1, CD49b-integrin a2, 
CD49c-integrin a4, CD49d-integrin a3, CD49e, CD51, 

CD73 (SH3),
CD90 (Thy-1),

CD105 (SH2), CD146,
CD166 (ALCAM)

CD14, CD31 (PECAM),
CD33, CD34, CD45, CD38, 

CD56,
CD123 (IL-3 receptor), CD133,

CD235a

[29]

Жировая ткань

CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD49e, 
CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, 
CD146, CD166, HLA I, фибронектин, эндомуцин, 

виментин, коллаген 1-го типа

CD11b, CD14, CD19, CD31, 
CD34, CD45, CD79a, CD80, 

CD117, CD133, CD144, HLA-
DR, c-kit, MyD88, STRO-1, Lin, 

HLA II

[30]

Эндометрий CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 CD34, HLA-DR [31]

Пульпа CD29, CD90, CD10, CD54, CD56, CD166 CD14, CD34, CD45 [32]

Костный мозг CD13, CD44, CD73, CD90, CD105 CD31, CD34, CD45, CD117 [24]
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С использованием проточной цитометрии показана высо-
кая экспрессия CD44 в сперматогониальных стволовых клетках 
(SSC, Spermatogonial stem cells), стволовых клетках волосяно-
го фолликула (HFSC, Hair follicle stem cell), гранулезных клет-
ках (GC, Granulosa cells) и МСК вартониева студня (WJ-MSC, 
Warton’s Jelly-derived mesenchymal stromal cells), что способ-
ствует поддержанию свойства мультипотентности. Кроме того, 
высокая экспрессия CD105 в SSC, HFSC и WJ-МСК выявляет 
остеогенный потенциал этих клеток. Высокая экспрессия CD90 
в SSC и HFSC может ассоциироваться с более высоким потен-
циалом роста и дифференцировки этих клеток. Таким образом, 
клеточная терапия, основанная на применении четырех типов 
МСК, может использоваться в клинической практике [33].

По данным авторов [32], которыми проведена оценка влия-
ния состава питательных сред для культивирования МСК на их 
рост и иммунофенотипические характеристики, установлено, 
что наличие или отсутствие сывороток животного происхож-
дения в среде культивирования не влияет на содержание по-
верхностных маркеров, характерных для МСК.

С начала 2000-х годов проводятся активные исследования 
возможностей применения различных типов стволовых клеток 
в терапии ишемической болезни сердца [34, 35]. Например, 
имеются сообщения о результатах проведенных клинических 
исследований, свидетельствующие о том, что CD133+ ГСК после 
трансплантации улучшают функцию левого желудочка [36].

Некоторые исследователи считают более перспективным 
использование стволовых клеток сердца (СКС), которые счи-
таются эндогенными предшественниками кардиомиоцитов 
(КМЦ). Эти клетки идентифицируют по наличию различных 
маркеров клеточной поверхности, таких как c-kit, MDR, NKX2.5, 
CD195 и Sca-1 [37–39]. Например, было показано, что Sca-1+-
клетки, выделенные из сердца взрослого организма, могут 
быть дифференцированы в сокращающиеся кардиомиоциты 
при культивировании в специфических условиях [37, 40]. По 
результатам Wang и соавт. [41], трансплантация Sca-1+/CD31– 
популяции СКС в условиях моделирования инфаркта миокарда 
на мышах приводила к улучшению функции левого желудоч-
ка благодаря стимуляции процесса ангиогенеза. В работе [42] 
было показано, что трансплантация c-kit-положительных кле-
ток улучшала функции левого желудочка. При анализе Zaruba  
и соавт. [43] кардиомиогенного потенциала c-kit+ CКC, выде-
ленных из нормального неонатального, нормального взрос-
лого и инфарктного взрослого сердца мыши, было проде-
монстрировано, что только c-kit+/CD45– субпопуляция клеток, 
выделенных из неонатального сердца, демонстрировала выра-
женную кардиомиогенную активность.

Метод проточной цитометрии широко используется и для 
характеристики клеточных линий, находящихся в мировых 
коллекциях. Так, в Американской коллекции типовых культур 
(ATCC, American Type Culture Collection) в настоящее время 
представлены три клеточные линии мезенхимальных стволо-
вых клеток: из жировой ткани (ATCC® PCS500011™); из костно-
го мозга (ATCC® PCS-500-012™); из пуповинной крови (ATCC® 
PCS-500-010™). Для идентификации линии мезенхимальных 
стволовых клеток жировой ткани используются следующие 
поверхностные маркеры: CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, 
CD166+, CD14–, CD31–, CD34–, CD45–; для идентификации линии 
мезенхимальных стволовых клеток из костного мозга: CD29+, 
CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD166+, CD14–, CD34–, CD19–, 
CD45– [44].

Метод проточной цитометрии также позволяет проводить 
сортировку стволовых клеток. Например, выделенные стволо-
вые клетки эпидермиса, использование которых перспективно 

в терапии витилиго, буллезного эпидермолиза, реконструкции 
уретры, обладают следующим иммунофенотипом: высокое 
содержание интегрина-β1, сочетание высокого содержания 
интегрина-α6 с низким содержанием трансферрина (α6high/
CD71low) [45]. К другим недавно выявленным маркерам поверх-
ности стволовых клеток эпидермиса относятся лиганд Нотча, 
дельтаподобные 1 (DLL1, Delta-like ligands 1) [40] и иммуногло-
булин-подобные домены 1 (LRIG1) [46] и CD46 [47].

Метод проточной цитометрии для оценки качества 
препаратов клеточной терапии

Препарат на основе аллогенных мезенхимальных ство-
ловых клеток костного мозга Prochymal® («Osiris», США) был 
разрешен к медицинскому применению в Канаде и Новой Зе-
ландии в 2012 г. для лечения реакции «трансплантат против 
хозяина». После продажи технологии компанией-разработчи-
ком препарат был переименован в TEMCELL® и клинически ис-
следуется к применению в Австралии и Японии для лечения лу-
чевых поражений, хронической обструктивной болезни легких, 
болезни Крона и др. Ключевыми характеристиками качества 
препарата являются:

- внешний вид — клетки от белого до светло-желтого цвета;
- жизнеспособность ≥ 70 %;
- подлинность (поверхностные маркеры):
положительные — CD105 (Эндоглин), CD166 (молекула 

клеточной адгезии активированных лейкоцитов);
отрицательные — CD45 (общий лейкоцитарный антиген);
- эффективность:
экспрессия рецептора I типа фактора некроза опухоли (TNF 

RI) ≥ 108 пг/мл;
экспрессия ингибитора α рецептора интерлейкина-2 (IL-

2Rα) ≥ 30 % ингибирование.
Для оценки чистоты препарата (присутствие жизнеспособ-

ных клеточных популяций, отличных от целевой) возможна 
идентификация клеток, положительных по CD45 или, напри-
мер, CD45–/CD105–/CD166+ в количестве не более 5 % [48].

Хондрогенная дифференцировка МСК открывает перспек-
тивы клинического применения клеток с целью восстановления 
хрящевой ткани, прежде всего суставных хрящей. В настоящее 
время для восстановления поврежденной хрящевой поверхно-
сти используются следующие технологии: аутотрансплантация 
хондроцитов (ACI, Autological chondrocyte implantation), ма-
трикс-индуцированная имплантация хондроцитов (MАCI, Matrix 
associated chondrocyte implantation), имплантация клеточной 
культуры мезенхимальных стволовых клеток, в том числе в со-
четании с технологиями генной модификации клеток [49–52].

Для определения фенотипической стабильности хондро-
цитов, применяемых в лечении хрящевых дефектов, Лютен  
и соавт. [53] предложили ряд маркеров, которые могут досто-
верно использоваться для прогнозирования потенциала обра-
зования хряща:

- позитивный маркер FRZB (Frizzled-подобный белок 1);
- негативный маркер ALK1 (рецептор активина а, тип  

II-подобная киназа);
- один или более маркеров, выбранных из группы, состо-

ящей из негативного маркера PEDF (Pigment epithelium-derived 
factor; фактор, выделенный из пигментного эпителия), пози-
тивного маркера COL11 (коллаген, тип XI А1), позитивного мар-
кера COL2 (коллаген, тип II, альфа 1) и позитивного маркера 
FGFR3 (Fibroblast growth factor; рецептор фактора роста фибро-
бластов 3), OPN (остеопонтин), BMP-2 (костный морфогенети-
ческий белок 2) и RASF-PLA (фосфолипаза A2).
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В России c 2010 г. применяется технология, разработанная 
Институтом стволовых клеток человека (ПАО «ИСКЧ», Москва, 
Россия), которая основана на использовании дермальных ау-
тологичных фибробластов для коррекции возрастных изме-
нений кожи (SPRS-терапия, Service for personal regeneration 
of skin) [54]. Иммунофенотипический профиль фибробластов 
кожи в норме соответствует профилю клеток мезенхимного 
ряда. Фибробласты имеют высокий уровень экспрессии ви-
ментина, молекул адгезии (CD44, СD49b, CD54, CD90, CD105), 
не экспрессируют маркеры прогениторных, гемопоэтических 
(CD34, CD45, CD133, CD117, HLA-DR, нестин) и эндотелиаль-
ных (фактор фон Виллебранда, CD106) клеток [55].

При стандартизации аутологичных фибробластов опреде-
ление иммунофенотипа получаемых клеток авторы выполняли 
с помощью проточной цитометрии и флуоресцентной микро-
скопии. С помощью иммунофенотипического анализа культур 
дермальных аутофибробластов, предназначенных для клини-
ческого применения, можно определить:

- высокий уровень экспрессии коллагенов (I, III типов), 
эластина и виментина;

- наличие маркеров (CD73+, CD90+ и CD105+), подтверж-
дающих мезенхимное происхождение применяемых клеток;

- отсутствие гемопоэтических (CD34–, CD45–) и эпители-
альных (цитокератины 14, 15, 16, 19) маркеров [56].

Метод проточной цитометрии также рекомендован Евро-
пейским медицинским агентством (ЕМА, European Medicines 
Agency) для определения потенциала (эффективности) ден-
дритных клеток (ДК) при изготовлении дендритно-клеточных 
вакцин [57]. Рабочая группа ЕМА по препаратам передовой те-
рапии выдвинула ряд требований к потенциалу ДК (табл. 3) [58].

Метод проточной цитометрии применяется не только для 
характеризации готового продукта, но также в процессе раз-
работки и производства, например как один из способов по-
лучения незрелых ДК из моноцитов периферической крови 
человека, как описано в работе Ж.К. Назаркиной и соавт. [59].

Заключение

Актуальность применения метода проточной цитометрии  
в Российской Федерации для характеристики клеточных ли-
ний, входящих в состав БМКП, прежде всего диктуется требо-
ваниями к спецификации на БМКП, определенными приказом 
Минздрава России от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении фор-
мы спецификации на биомедицинский клеточный продукт».  
В настоящее время производителями медицинских продуктов, 
полученных на основе клеток человека, накоплен значитель-
ный опыт применения метода проточной цитометрии, который 
позволяет получить интегральные данные о количестве клеток, 

совокупности маркеров на их поверхности и косвенно — об 
их состоянии и биологической активности. Учитывая колос-
сальный объем получаемой информации, который сочетается  
с экспрессностью и стоимостью анализа, проточная цитометрия 
является одним из ключевых методов определения основных 
характеристик клеточных линий человека. Однако разработчик 
БМКП должен обосновать выбор панели маркеров иммунофе-
нотипирования, позволяющей однозначно идентифицировать 
используемую целевую популяцию клеток или выявить неже-
лательные популяции, влияющие на безопасность конечного 
продукта. Данная задача осложняется тем фактом, что число 
известных видов поверхностных маркеров постоянно увеличи-
вается, а профиль их экспрессии изменяется в зависимости от 
стадии дифференцировки и микроокружения клеток.

Информация об отсутствии конфликта интересов. 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, тре-
бующего раскрытия в данной статье.
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