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РЕФЕРАТ В настоящей работе мы синтезировали производное зеленого флуоресцентного красителя 
1,3,5,7-тетраметил-BODIPY с гептильным заместителем в 8-положении. Полученное высокогидрофоб-
ное соединение было способным быстро и необратимо связываться с эукариотическими клетками. 
Инкубация клеток с красителем в течение различного времени либо при различных концентрациях 
позволила контролировать степень их мечения и уровень флуоресценции. Это позволило нам моду-
лировать уровень флуоресценции различных культур эукариотических клеток и потом различать их 
по уровню флуоресцентного сигнала в зеленом канале в цитометрических экспериментах. Помеченные 
клетки можно объединить и далее тестировать в одной пробирке в идентичных условиях с использова-
нием каналов, в которых краситель не флуоресцирует. Этот подход протестирован на ряде культур опу-
холевых клеток, содержащих рецептор HER2 на своей поверхности. Представленность рецептора в этих 
клетках была проанализирована в одной пробирке за один прием с использованием лиганда к HER2 
на основе гибридного белка DARPin9_29-mCherry, флуоресцирующего в красной области спектра.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА флуоресценция, хромофор, цитометрия, проточная цитофлуориметрия, BODIPY, ме-
чение клеток, клеточный анализ.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BDP-C7 – 8-гептил-1,3,5,7-тетраметил-BODIPY; BODIPY – 4,4-дифтор-4-бор-
3а,4а-диаза-s-индацен; DARPin – искусственный белок с анкириновыми повторами (Designed Ankyrin 
Repeat Protein); HER2 – рецептор 2 эпидермального фактора роста человека.

ВВЕДЕНИЕ
Проточная цитофлуориметрия – это метод, широ-
ко применяемый при изучении функционирования 
живых систем, разработке новых лекарств, а также 
в медицине для анализа образцов и выборе стра-
тегии лечения. Метод основан на мечении клеток 
флуоресцентными красителями, часто конъюгиро-
ванными с адресными белками (к примеру, анти-
телами) к различным поверхностным маркерам, 
что позволяет фенотипировать клетки в популяции 
[1, 2]. Часто при анализе приходится сравнивать 
культуры клеток друг с другом, к примеру, оцени-
вать параметры клеток в сравнении с контрольны-
ми образцами. В этом случае проводится парал-
лельный анализ образцов в одинаковых условиях. 
Однако обеспечить полностью идентичные условия 

при подготовке клеточных образцов от эксперимен-
та к эксперименту невозможно, учитывая неизбеж-
ные ошибки пробоподготовки, связанные с пипети-
рованием, возможно также влияние человеческого 
фактора.

В настоящей работе разработан подход, позво-
ляющий анализировать в одной пробирке сразу 
несколько культур клеток, даже если исходно они 
не отличаются по параметрам, детектируемым ци-
тометрическим методом. Для этого разные образцы 
клеток предварительно окрашивают неспецифиче-
ским красителем так, чтобы каждая из анализируе-
мых культур обладала разной интенсивностью флу-
оресценции в одном из каналов детекции цитометра. 
Это возможно, если обработать клетки липофиль-
ным красителем, неспецифически связывающимся 
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с мембранными структурами клетки, в течение раз-
ного времени либо при разной концентрации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез 8-гептил-4,4-дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-
бор-3а,4а-диазаиндацена (BDP-C7)
Октаноилхлорид (1 мл, 10 ммоль) и 2,4-диметил-
пиррол (650 мг, 4 ммоль) последовательно раство-
ряли в сухом дихлорметане (50 мл), предварительно 
продутым аргоном. Смесь перемешивали в течение 
3 ч при комнатной температуре в атмосфере арго-
на. Затем добавляли триэтиламин (3 мл, 22 ммоль) 
и через 15 мин при 0°C порционно (за 3 раза) до-
бавляли эфират трифторида бора (3 мл, 24 ммоль). 
Смесь далее перемешивали при 0°C в течение 3 ч. 
После окончания реакции полученную смесь пропу-
скали через короткую колонку, заполненную сили-
кагелем, в качестве элюента использовали толуол. 
Растворитель упаривали, продукт реакции выделя-
ли колоночной хроматографией на силикагеле с ис-
пользованием толуола в качестве элюента. Выход 
558 мг (40%). 1H-NMR (400 МГц, CDCl3): δ 0.89 (t, 
3H, CH3CH2), 1.31 (m, 6H, CH3CH2CH2 CH2), 1.48 (m, 
2H, CCH2CH2CH2), 1.63 (m, 2H, CCH2CH2), 2.41 (s, 6H, 
CH3), 2.51 (s, 6H, CH3), 2.92 (t, 2H, CCH2), 6.05 (s, 2H, 
CH). 13C-NMR (101 МГц, CDCl3): δ 14.0, 14.4, 16.3, 22.6, 
28.5, 29.0, 30.4, 31.7, 31.9, 76.7, 77.0, 77.3, 121.5, 131.4, 
140.3, 146.7, 153.7. 19F-NMR (376 МГц, CDCl3): δ 146.66 
(q, J 19F-11B = 32.3 Гц).

Спектрофотометрия
Спектры поглощения и эмиссии флуоресценции из-
меряли с использованием спектрофотометра Cary50 
Bio (Varian) и спектрофлуориметра Cary Eclipse 
(Varian) соответственно. Квантовый выход флуорес-
ценции измеряли с использованием гомологичного 
производного BODIPY: 8-децен-1,3,5,7-тетраметил-
BODIPY [3–5], в качестве стандарта (квантовый вы-
ход стандарта в DMSO считали равным 0.99).

Клеточные культуры
Клетки аденокарциномы молочной железы человека 
SKBR3, сверхэкспрессирующие онкомаркер HER2 
[6], модифицированные клетки карциномы молоч-
ной железы мыши EMT6/P, сверхэкспрессирующие 
HER2 (EMT-HER2) [7], а также клетки рака шейки 
матки человека HeLa с нормальным уровнем экс-
прессии HER2 [8] культивировали в среде ДМЕМ 
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., США), содер-
жащей 10% фетальной бычьей сыворотки (FBS, 
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.), 100 ед/мл пе-
нициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл 
амфотерицина (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.), 

при 37°C и 5% CO2 в условиях повышенной влаж-
ности. Питательную среду обновляли каждые 2 
дня. При культивировании использовали раствор 
Версена (PBS и 0.02% EDТА).

Проточная цитофлуориметрия
Клетки SKBR3, EMT-HER2 и HeLa снимали раство-
ром Версена, осаждали при 125 g в течение 5 мин, 
удаляли супернатант и добавляли к клеткам PBS, 
содержащий 10% FBS, до концентрации 5×103 кле-
ток/мкл. Затем к 3 мкл клеточной суспензии добав-
ляли 100 мкл раствора красителя BDP-C7 в задан-
ной концентрации в PBS, содержащем 1% ДМСО. 
Клетки инкубировали при комнатной температуре 
в течение заданного времени, осаждали при 500 
g в течение 30 с и удаляли супернатант. Далее 
к клеткам либо добавляли 100 мкл PBS и проводили 
цитометрический анализ, либо добавляли раствор 
PBS, содержащий 1 мкМ белка DARPin-mCherry, 
инкубировали в течение 5 мин и после осаждения, 
удаления раствора белка и добавления 100 мкл PBS 
проводили цитометрический анализ. Использовали 
проточный цитофлуориметр Novocyte 3000 VYB 
(ACEA Biosciences, США). Зеленый канал детек-
ции (FITC): возбуждение лазером 488 нм, детекция 
эмиссии через светофильтр 530/30 нм; красный ка-
нал детекции (PE-Texas Red): возбуждение лазером 
561 нм, детекция эмиссии через светофильтр 615/20 
нм. Перед анализом уровня флуоресценции клеток 
сначала проводили отбор событий, соответствую-
щих живым клеткам (гейтинг в каналах A-FSC / 
A-SSC), а затем отбирали события, соответствую-
щие неагрегированным клеткам (гейтинг в каналах 
A-FSC / H-FSC) [9].

Изучение жизнеспособности клеток
Клетки HeLa, культивируемые в полной питатель-
ной среде DMEM, высевали в 96-луночный планшет 
(104 клеток) и растили в течение ночи. Перед тести-
рованием удаляли культуральную среду и вносили 
100 мкл свежей, содержащей BDP-C7 в заданной 
концентрации и 1% ДМСО. Вещество BDP-C7 было 
протестировано в диапазоне концентраций от 33 
нМ до 20 мкМ в трех повторах. Растворы образцов 
готовили при помощи последовательного разбавле-
ния концентрированного образца в 2.5 раза. К кон-
трольным клеткам добавляли культуральную среду, 
содержащую 1% ДМСО. Затем проводили инкуба-
цию в течение ночи, отбирали жидкость и вносили 
в каждую лунку по 100 мкл раствора метилтиазо-
лилдифенилтетразолия бромида (МТТ) концентра-
цией 5 мг/мл в бессывороточной культуральной 
среде и далее инкубировали клетки при 37°С в те-
чение 3 ч. Затем супернатант удаляли и добавляли 
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100 мкл ДМСО для растворения кристаллов фор-
мазана. Измеряли оптическую плотность при помо-
щи планшетного ридера Infinite M1000 Pro (Tecan, 
Австрия) при 570 и 640 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для демонстрации применимости предлагаемого 
подхода в качестве красителя выбрали производное 
1,3,5,7-тетраметил-BODIPY, содержащего гептиль-
ный заместитель в 8-положении (BDP-C7, рис. 1А). 
Производные BODIPY характеризуются высокой 
яркостью и фотостабильностью, обладают узкими 
полосами возбуждения и эмиссии флуоресценции, 
что позволяет им минимально «интерферировать» 
с другими красителями [10–14]. Описаны приме-
ры использования BODIPY, в том числе и в цито-
метрических задачах [15–17]. Метильные группы 
в BDP-C7 защищают хромофор от взаимодействий 
с внешней средой, а гептильный заместитель повы-
шает гидрофобность красителя и способствует не-
обратимому связыванию красителя с клеточными 
мембранными структурами. BDP-C7 синтезировали, 
начиная с октаноилхлорида, по протоколу, отрабо-
танному нами ранее на гомологичных соединениях 
[3, 18, 19] (рис. 1А).

При растворении в ДМСO краситель демонстри-
ровал узкие полосы возбуждения и эмиссии флуо-
ресценции, максимумы поглощения света и эмиссии 
флуоресценции равнялись 497 и 507 нм соответ-
ственно (рис. 1Б). Коэффициент экстинкции равнял-
ся 87300 М-1см-1, а квантовый выход флуоресцен-
ции – 99%. Таким образом, BDP-C7 является ярким 
флуоресцентным красителем и идеально подходит 
для детекции в «зеленом» канале большинства флу-
ориметрических приборов с возбуждением лазером 
488 нм и детекцией в диапазоне 495–525 нм. 

Для тестирования окрашивания эукариотических 
клеток красителем BDP-C7 использовали клеточ-
ную культуру HeLa, широко применяемую в ру-
тинных клеточных экспериментах. Сначала клетки 
окрашивали при различной концентрации BDP-C7 
в течение небольшого периода времени. Клетки ин-
кубировали в течение 2 мин в PBS, содержащем 
BDP-C7 в заданной концентрации и 1% ДМСО. 
После инкубации несвязавшийся краситель отмы-
вали, клетки анализировали на проточном цитоф-
луориметре (рис. 2А,Б). Из рис. 2А видно, что кон-
центрации 1 нМ достаточно, чтобы хорошо отличить 
обработанные клетки от контрольных необрабо-
танных. При 1 мкМ красителя, вероятно, происхо-
дит практически максимальное насыщение клетки 
красителем, обработка большими концентрациями 
приводит только к незначительному росту уровня 
флуоресценции. Видно, что образцы, обработанные 
1, 10, 100 нМ и 10 мкМ, красителя BDP-C7 хорошо 
отличаются друг от друга и от контроля. Таким об-
разом, за счет окрашивания клеток HeLa красите-
лем BDP-C7 удалось получить пять популяций, хо-
рошо различимых в одном канале детекции. Видно, 
что число таких популяций можно довести как ми-
нимум до шести за счет области в районе 10 нМ.

Обработка образцов клеток красителем BDP-C7 
в одинаковой концентрации, но в течение разно-
го времени (рис. 2В,Г) также позволила получить 
клетки с разным уровнем зеленой флуоресценции, 
однако этот эффект был не таким значительным. 
Из рис. 2В видно, что увеличение времени инкуба-
ции от 1 до 10 мин приводит к увеличению уров-
ня флуоресценции клеток менее чем на порядок, 
при этом при инкубации в течение 10 мин наблю-
дается уширение пика за счет плеча в области низ-
ких интенсивностей, а с увеличением времени ин-
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Рис. 1. Синтез красителя BDP-C7 (А) и его спектры поглощения и эмиссии флуоресценции в ДМСO (Б)
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кубации до 15 и 20 мин, помимо уширения пиков, 
происходит уменьшение медианной флуоресценции 
клеток. Вероятнее всего, это связано с изменением 
морфологии клеток за 10–20 мин инкубации в неоп-
тимальных условиях (1% ДМСО в PBS). При других 
концентрациях BDP-C7 эффект был аналогичным 
(данные не показаны). Таким образом, инкубация 
клеток с красителем более 5 мин лишена практи-
ческого смысла из-за изменений, происходящих 
в клетках в неблагоприятных условиях, и возни-
кающего из-за этого уширения пиков, тем более 
что обработка красителем при разных концентраци-
ях в течение короткого времени позволяет добиться 
на несколько порядков большей разницы флуорес-
центного сигнала клеток (рис. 2А,Б).

Далее мы проверили, происходит ли отмывка 
красителя и изменение флуоресцентного сигнала 
после связывания BDP-C7 с клетками. Для этого 
после отмывки несвязавшегося красителя клет-
ки инкубировали в PBS в течение различных 
промежутков времени, а затем анализировали 
на проточном цитофлуориметре (рис. 3А). Во всех 

протестированных образцах уровень флуоресцент-
ного сигнала практически не менялся со временем 
(рис. 3). Мы не тестировали время более 30 мин, 
так как обычно такого периода времени достаточно 
для проведения манипуляций, необходимых для ци-
тофлуориметрического анализа.

Также мы проверили, может ли краситель прояв-
лять цитотоксичность в использованных концентра-
циях. Цитотоксичность проверяли с использованием 
стандартного МТТ-теста при концентрациях краси-
теля вплоть до 20 мкМ (рис. 4). BDP-C7 не прояв-
лял токсичности во всем протестированном диапа-
зоне концентраций.

Применимость подхода маркировки клеточных 
культур с помощью окрашивания зеленым флуо-
ресцентным красителем BDP-C7 в разных концен-
трациях мы проверяли на культурах клеток HeLa, 
SKBR3 и EMT-HER2. Эти клетки отличаются друг 
от друга уровнем экспрессии поверхностного он-
комаркера – рецептора 2 эпидермального факто-
ра роста человека (human epidermal growth factor 
receptor 2, HER2). Считается, что клетки HeLa со-

Рис. 2. Цитометри-
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HeLa, обработанных 
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ные клетки, без об-
работки красителем. 
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граммы интенсив-
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держат небольшое (нормальное) количество HER2 
на поверхности [8], тогда как в SKBR3 [6] и искус-
ственно полученных EMT-HER2 рецептор гипе-
рэкспрессирован [7]. Представленность рецептора 
на поверхности клеток можно проверять с исполь-
зованием флуоресцентно меченных антител к HER2 
[20, 21], а также лигандов на основе искусствен-
ных белков с анкириновыми повторами (Designed 
Ankyrin Repeat Proteins, DARPins). Мы использо-
вали гибридный белок DARPin9_29-mCherry [22], 
где DARPin9_29 – это адресный белок, эффектив-
но связывающийся с HER2, а mCherry – красный 
флуоресцентный белок, обеспечивающий флуорес-
ценцию конструкции в красной области видимого 
спектра.

Сначала мы по отдельности покрасили клеточ-
ные культуры красителем BDP-C7 и DARPin9_29-
mCherry, чтобы оценить уровень представленности 
HER2 на различных культурах. Чтобы отличить 
клеточные культуры друг от друга в зеленом ка-
нале, клетки SKBR3, HeLa и EMT-HER2 обраба-
тывали 2 мин раствором PBS, содержащим 1% 
ДМСО и BDP-C7 в концентрации 1, 10 и 100 нМ 
соответственно (рис. 5). Из наложения гистограмм 
флуоресценции клеток в зеленом канале видно, 
что после окрашивания BDP-C7 культуры довольно 
хорошо отличаются друг от друга по уровню флуо-
ресцентного сигнала (рис. 5Б). После окрашивания 
клеток белком DARPin9_29-mCherry в красном ка-
нале по онкомаркеру HER2 (рис. 5В) культура HeLa 
хорошо отличалась от EMT-HER2, тогда как исполь-
зуемые нами клетки SKBR3 имели промежуточное 
значение флуоресценции.

Чтобы сравнить представленность онкомаркера 
HER2 на анализируемых культурах в идентичных 
условиях, мы смешали клетки SKBR3, HeLa и EMT-
HER2 в одной пробирке и потом обработали бел-
ком DARPin9_29-mCherry (рис. 6). Видно, что если 
клетки предварительно не маркировать с помощью 
BDP-C7, то после окрашивания культура HeLa, 
содержащая небольшое количество HER2 на по-
верхности, частично отделяется от клеток, которые 
сверхэкспрессируют рецептор, однако отличить 
SKBR3 и EMT-HER2 друг от друга невозможно 
(рис. 6А,Б).
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Рис. 3. Анализ отмывки красителя BDP-C7 от клеток. Цитометрический анализ клеток HeLa, обработанных кра-
сителем в концентрации 1, 10 и 100 нМ в течение 2 мин. Клетки после отмывки от несвязавшегося красителя и ин-
кубации в буфере PBS в течение заданного времени. Приведены гистограммы интенсивностей в зеленом канале 
флуоресценции (А) и медианные значения флуоресценции (MFI) клеточной популяции (Б) при разном времени 
инкубации после отмывки
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Рис. 5. Цитометрический анализ клеток SKBR3, HeLa и EMT-HER2: без обработки (А), обработанных по отдель-
ности сначала зеленым красителем BDP-C7 в концентрации 1, 10 и 100 нМ соответственно (Б), затем красным 
лигандом к онкомаркеру HER2 (DARPin9_29-mCherry, В). Приведено наложение результатов, полученных 
для каждой клеточной линии в параллельных экспериментах. Данные для HeLa показаны бордовым цветом, 
для SKBR3 – синим, для EMT-HER2 – зеленым
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Рис. 6. Цитометрический анализ клеток HeLa, SKBR3 и EMT-HER2, смешанных вместе до окрашивания (А) и об-
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Если же клетки перед смешиванием маркировать 
BDP-C7 (рис. 6В), то после окрашивания белком 
DARPin9_29-mCherry на точечной диаграмме, по-
казывающей уровень флуоресценции клеток в зе-
леном и красном каналах, наблюдаются три четко 
различимых популяции клеток (рис. 6Г). Проведя 
гейтинг по этим популяциям клеток, можно по уров-
ню флуоресцентного сигнала в зеленом канале 
определить их принадлежность к той или иной 
культуре (рис. 6Д), так как каждая культура была 
помечена зеленым флуоресцентным красителем 
в разной концентрации. В красном канале можно 
определить уровень флуоресценции каждой попу-
ляции по анализируемому онкомаркеру HER2.

Мы сопоставили результаты анализа представ-
ленности HER2 в тестируемых культурах согласно 
данным, полученным в трех экспериментах на каж-
дой культуре клеток по отдельности, и данным, по-
лученным в одной пробирке после маркировки кле-
ток BDP-C7 (табл. 1), и обнаружили практически 
полное совпадение результатов. Согласно получен-
ным данным, в используемой нами линии SKBR3 
онкомаркера HER2 на порядок больше, чем в HeLa, 
а в клетках EMT-HER2 представленность HER2 еще 
в 3.5 раза выше.

Разработанный подход позволяет смешивать 
в одной пробе несколько популяций клеток и ана-

лизировать их в одной пробирке в полностью иден-
тичных условиях. Это позволяет минимизировать 
возможные артефакты, связанные с разбросом кон-
центраций действующих на клетку веществ, вы-
званным ошибками пипетирования при пробопод-
готовке или неаккуратностью экспериментатора. 
Кроме того, настоящий подход позволяет экономить 
лиганды к анализируемым клеточным рецепто-
рам, так как анализ происходит в одной пробир-
ке, а не в своей для каждой культуры клеток. Это 
может быть актуальным, если лиганд коммерче-
ски недоступен или качество лиганда различается 
в разных партиях. Наш подход позволяет эконо-
мить время, так как за один прогон можно проана-
лизировать сразу несколько образцов. Стоит, одна-
ко, иметь в виду, что сначала надо потратить время 
на флуоресцентное маркирование культур клеток 
красителем при различных концентрациях и нужно 
подбирать концентрации так, чтобы клетки хорошо 
разделялись в канале флуоресценции красителя. 
Кроме того, использование лишнего красителя «от-
нимает» один канал детекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе разработан подход, позволяю-
щий проводить цитометрический анализ различных 
клеточных культур в одной пробирке, т.е. в полно-
стью идентичных условиях. При этом можно ана-
лизировать клетки, которые изначально не раз-
личаются по каким-то «маркерным» рецепторам. 
С помощью красителя BDP-C7 клетки можно мар-
кировать в зеленом канале и задавать уровень флу-
оресцентного сигнала, желаемый в каждом отдель-
ном эксперименте.

Вместо используемого в этой работе BDP-С7 
теоретически можно использовать другие флуо-
ресцентные красители, однако надо иметь в виду, 
что краситель должен быть химически стабиль-
ным и достаточно ярким, чтобы обеспечить хоро-
ший контраст; высокогидрофобным, чтобы хорошо 
связываться с клетками неспецифично, и нетоксич-
ным в используемых концентрациях. BDP-С7 пре-
красно удовлетворяет всем этим требованиям, тогда 
как красители, содержащие двойные связи и про-
тяженные ароматические системы, могут легко 
окисляться в клетках и претерпевать за счет этого 
спектральные превращения. Многие полярные кра-
сители могут недостаточно хорошо накапливаться 
в мембранных структурах клетки и элиминировать-
ся из клетки со временем. 

Работа поддержана Министерством науки 
и высшего образования Российской Федерации, 

соглашение № 075-15-2021-1049.

Таблица 1. Сравнение результатов цитометрического 
анализа представленности HER2 на опухолевых клетках 
EMT-HER2, SKBR3 и HeLa, полученных в трех независи-
мых экспериментах, а также в эксперименте с культу-
рами клеток, предварительно маркированных краси-
телем BDP-C7 и смешанных в одной пробирке

Клеточная 
культура

Параллельные  
эксперименты

В одной  
пробирке

MFI* HPCV** MFI* HPCV**

EMT-HER2 1 410 051 61.08% 1 380 511 61.64%

SKBR3 411 140 86.96% 410 552 100.83%

HeLa 46 678 123.57% 39 616 38.15%

*MFI – медианное значение флуоресценции в красном 
канале (PE-Texas Red).
**HPCV – коэффициент вариации полуширины пика 
(half-peak coefficient of variation).  
HPCV = FWHM / (2.36 × X) × 100%, где FWHM полу-
ширина пика, X среднее значение набора данных.
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