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Ведущее место в патогенезе развития сердечно-сосудистых заболеваний принадлежит дисфункции эндотелия. Прямым 
клеточным маркером повреждения и ремоделирования эндотелия могут выступать циркулирующие эндотелиальные 
клетки (ЦЭК) периферической крови. Целью настоящего исследования явилась разработка нового подхода к диагно-
стике дисфункции эндотелия путем определения количества ЦЭК методом проточной цитометрии и использование 
определения ЦЭК в оценке риска развития ишемической болезни сердца (ИБС) у женщин молодого и среднего возраста. 
В исследовании приняли участие 62 пациентки с ангиографически подтвержденной ИБС, стенокардией напряжения на 
уровне I–II функционального класса (средний возраст 51 ± 6 лет) и 49 женщин без анамнеза ИБС (средний возраст 52 
± 9). Наличие более 3 ЦЭК на 3 • 105 лейкоцитов в периферической крови увеличивает относительный риск развития 
ИБС у женщин молодого и среднего возраста в 4 раза, а у женщин с ИБС повышает риск развития острого инфаркта 
миокарда в 8 раз. В работе показана возможность использования метода проточной цитометрии для количественного 
определения ЦЭК в периферической крови и прогнозирования риска развития ИБС у женщин молодого и среднего возрас-
та в зависимости от уровня ЦЭК.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  дисфункция эндотелия; циркулирующие эндотелиальные клетки; проточная цитометрия; ише-
мическая болезнь сердца.

Feoktistova V.S.1, Vavilkova T.V.1,2, Sirotkina O.V.1,2,3, Boldueva S.A.1, Gaikovaia L.B.1, Leonova I.A.1, Laskovets A.B.1, Ermakov A.I.1

The new approach to evaluation of endothelium dysfunction: detection of number of 
circulating endothelium cells using flow cytometry technique
1The I.I. Mechnikov North-Western state medical university of Minzdrav of Russia, 191015 St. Petersburg, Russia; 2The V.A. 
Almazov federal medical research center of Minzdrav of Russia, 197341 St. Petersburg, Russia; 3The B.P. Konstantinov St. 
Petersburg institute of nuclear physics, 188350 Gatchina, Leningradskaia oblast, Russia
The endothelium dysfunction takes leading place in pathogenesis of development of cardiovascular diseases. The circulating 
endothelium cells of peripheral blood can act as a direct cell marker of damage and remodeling of endothelium. The study was 
carried out to develop a new approach to diagnose of endothelium dysfunction by force of determination of number of circulating 
endothelium cells using flow cytometry technique and to apply determination of circulating endothelium cells for evaluation of 
risk of development of ischemic heart disease in women of young and middle age. The study embraced 62 female patients with 
angiography confirmed ischemic heart disease, exertional angina pectoris at the level of functional class I -II (mean age 51±6 
years) and 49 women without anamnesis of ischemic heart disease (mean age 52±9 years). The occurrence of more than three 
circulating endothelium cells by 3x105 leukocytes in peripheral blood increases relative risk of development of ischemic heart 
disease up to 4 times in women of young and middle age  and risk of development of acute myocardial infarction up to 8 times  in 
women with ischemic heart disease. The study demonstrated possibility to apply flow cytometry technique to quantitatively specify 
circulating endothelium cells in peripheral blood and forecast risk of development of ischemic heart disease in women of young 
and middle age depending on level of circulating endothelium cells. 
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Введение. Одним из основных патофизиологических ме-
ханизмов развития ишемической болезни сердца (ИБС) яв-
ляется нарушение функциональной активности сосудистого 
эндотелия и его структурной целостности [1–3]. Для оценки 
функции эндотелия в клинической практике используются 
инструментальные методы исследования (прямая плетизмо-
графия, ультразвуковая диагностика) эндотелийзависимой и 
эндотелийнезависимой вазодилятации с помощью фармако-
логических проб (например, с ацетилхолином, нитроглицери-
ном), пробы с реактивной гиперемией, холодовым стрессом 
[4]. При всех достоинствах этих методик имеются опреде-

ленные ограничения для их применения в повседневной кли-
нической практике - необходимость наличия дорогостоящей 
ультразвуковой аппаратуры, высококвалифицированных спе-
циалистов, трудоемкость, что делает возможным использо-
вание их лишь в крупных научных центрах. В лабораторной 
практике в настоящее время для оценки выраженности дис-
функции эндотелия определяют в крови уровень антигена 
фактора Виллебранда как косвенного маркера повреждения 
эндотелия. Также возможно определение ряда биологически 
активных веществ, образующихся в эндотелии, таких как ок-
сид азота (NO), эндотелин-1, ангиотензин-II, тромбоксан A2, 
фактор роста и пролиферации сосудов и др., однако, посколь-
ку большая часть этих веществ синтезируется и в других 
клетках, их диагностическая ценность не однозначна [5, 6].

Циркулирующие эндотелиальные клетки (ЦЭК) – это 
зрелые дифференцированные клетки, которые отделяются от 
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стенки эндотелия в процессе его повреждения [7, 8] и потому 
могут выступать прямым клеточным маркером дисфункции 
эндотелия. Количество ЦЭК в периферической крови у здо-
ровых людей очень мало, так как при отсутствии патологиче-
ских состояний процесс обновления эндотелия медленный, 
а нежизнеспособные ЦЭК быстро удаляются из кровотока 
ретикулоэндотелиальной системой [9]. В то же время рядом 
авторов показано увеличение количества этих клеток при 
различных патологических состояниях, включающих ин-
фекционные заболевания, иммунно-опосредованные васку-
литы, злокачественные новообразования и широкий спектр 
сердечно-сосудистых заболеваний [7, 8, 10–12]. Кроме того, 
у больных с острым инфарктом миокарда (ИМ) высокий уро-
вень ЦЭК в периферической крови в первые сутки являлся 
независимым предиктором смерти и сердечно-сосудистых 
осложнений в отдаленном периоде, что может быть исполь-
зовано в стратификации сердечно-сосудистого риска [3, 13, 
14].

В настоящее время в клинической лабораторной прак-
тике подсчет количества клеток десквамированного эндоте-
лия проводится по методике J. Hladovec, основанной толь-
ко на визуальной оценке морфологии клеток при фазово-
контрастной микроскопии [15], или CD146 опосредованной 
иммуномагнитной изоляции [8], однако оба метода являются 
трудоемкими и неавтоматизированными. Более перспектив-
ным для оценки уровня ЦЭК в периферической крови пред-
ставляется использование проточной цитометрии, которая не 
имеет недостатков предыдущих методик.

Таким образом, целью настоящего исследования явилась 
разработка нового подхода к оценке дисфункции эндотелия 
путем определения количества ЦЭК методом проточной 
цитометрии. В этой связи были поставлены следующие за-
дачи: разработать методику определения количества ЦЭК в 
периферической крови с помощью проточной цитометрии с 
использованием моноклональных флюоресцентно меченых 
антител к CD146 и CD45, определить уровень ЦЭК в пери-
ферической крови у женщин с ИБС молодого и среднего воз-
раста и в контрольной группе и применить методику количе-
ственного определения ЦЭК при оценке риска развития ИБС 
и ее осложнении у женщин молодого и среднего возраста.

Материалы и методы. Определение количества ЦЭК в 
периферической крови осуществляли на проточном цитоф-
луориметре CYTOMICS FC 500 (Beckman Coulter, США) с 
использованием меченных флуорохромами моноклональ-
ных антител к поверхностным маркерам клеток: CD146-PE 
(phycoerythrin – фикоэритрин; Becihan Coulter, США) в ка-
честве метки для ЦЭК и CD45-PC5 (phycoerythrin + cyanine 
5 - фикоэритрин + цианин 5; Beckman Coulter, США) как 
панлейкоцитарный маркер. Для исследования использовали 
цельную венозную кровь, взятую натощак в утренние часы 
из локтевой вены в стерильные вакуумные пробирки, содер-
жащие 100 мкл 0,5 М ЭДТА (pH 8,0) в качестве антикоагу-
лянта. Подробное описание методики определения ЦЭК при-
ведено в разделе «Результаты».

В исследование было включено 111 женщин, из которых 
сформировали две группы: 1-я группа (основная) – 62 паци-
ентки с ангиографически подтвержденной ИБС, стенокар-
дией напряжения на уровне I–II функционального класа (от 
35 до 59 лет, средний возраст 51 ± 6 лет) и 2-я группа (кон-
трольная) – 49 женщин без анамнеза ИБС и с отрицательным 
результатом нагрузочного тредмил-теста (от 35 до 74 лет, 
средний возраст 52 ± 9 лет).

В основной группе у 51 (82%) женщины в анамнезе был 
острый инфаркт миокарда – ИМ (давностью более двух лет 
к моменту включения в исследование). Хирургическая рева-
скуляризация миокарда была выполнена у 58 (93%) больных 
1-й группы (чрескожная ангиопластика и стентирование ко-
ронарных артерий у 33 (64%) женщин с ИБС и с ИМ в анам-
незе и у 6 (54%) – с ИБС и без ИМ; аортокоронарное шунти-
рование – у 13 (25%) пациенток с ИБС и с ИМ в анамнезе и 
у 5 (46%) с ИБС и без ИМ) также давностью более двух лет 

к моменту включения в исследование. Все больные получали 
антиагрегантную терапию препаратами ацетилсалициловой 
кислоты; кроме того 52 (86%) пациентки получали статины, 
45 (73%) – ингибиторы АПФ, 48 (77%) – ß-блокаторы.

Все лица, включенные в исследование, дали письменное 
информированное согласие. Критерии исключения для всех 
участников были: острые и хронические воспалительные за-
болевания, онкологические и системные заболевания, гема-
тологические заболевания; алкоголизм; хроническая почеч-
ная недостаточность; пороки сердца и заболевания миокарда; 
оперативные вмешательства (в том числе и малоинвазивные 
процедуры) менее 6 мес назад.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью программного пакета STATISTICA 5.5 (Лиц.  
№ AXXR402C29502). Данные представлены в виде средне-
го значения ± стандартная ошибка среднего (M ± m). Весь 
анализ проводили непараметрическими статистическими 
методами: при сравнении групп по основным показателям 
применяли U-тест Манна–Уитни. Статистически значимыми 
считали различия при p < 0,05. Пороговые значения количе-
ственных показателей были получены с помощью методов 
построения классификационных деревьев. Относительный 
риск (OR) рассчитывали с 95% доверительным интерва-
лом (CI) по формуле: OR = a/bxd/c, где a и b – количество 
женщин с ИБС, у которых уровень ЦЭК в периферической 
крови соответственно выше и ниже порогового значения; c 
и d – количество женщин контрольной группы, у которых 
уровень ЦЭК в периферической крови соответственно вы-
ше и ниже порогового значени. Границы доверительного ин-
тервала вычисляли по формулам: ORmin = OR(1 - 1,96/√χ2) и 
ORmax = OR(1 + 1,96/√χ2), где χ2 = ((axd - bxc) - 0,5n)2x(n - 1)/
(n0xn1xm0xm1); n1 = a + b; n0 = c + d; m1 = a + c; m0 = b + d; 
n = n1 + n0 + m1 + m0.

Результаты и обсуждение. Анализ количества ЦЭК в 
общих группах проводили не позднее 3 ч с момента забора 
крови. Для исследования по 100 мкл крови переносили в су-
хие чистые пластиковые пробирки № 1 и № 2 вместимостью 
5 мл. В пробирку № 1 добавляли 10 мкл CD45-PC5 (проба  
№ 1), в пробирку № 2 – 10 мкл CD 146 = РЕ и 10 мкл CD45 
PC5 (проба № 2) и инкубировали пробы при комнатной 
температуре в темноте в течение 15 мин. Затем с помощью 
визирующего буфера IMMUNOPREP (Beckhman Coulter, 
США) лизировали эритроциты на станции пробоподготовки 
COULTER TQ-Prep (Beckhman Coulter, США). При проведе-
нии проточной цитофлуориметрии в каждой пробе анализи-
ровали 300 000 событий. По скатерограммам прямого и бо-
кового светорассеяния лазерного луча исключали из анализа 
фрагменты разрушенных клеток (дебрис) и анализировали 
результаты скатерограмм исследуемых проб методом Буля 
для двойных позитивных событий. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали пробу № 1 с панлейкоцитарным 
маркером CD45-PC5, что позволяло выделить область для 
ЦЭК (CD146-PE) в пробе № 2. ЦЭК определяли как нега-
тивные по маркеру CD45 (CD45-) и позитивные по маркеру 
CD146 (CD146+). Общее количество идентифицированных 
ЦЭК стандартизировали по отношению к концентрации 
CD45+-лейкоцитов (рис. 1).

Количество ЦЭК из расчета на 3 · 105 лейкоцитов ока-
залось повышено в группе женщин с ИБС по сравнению с 
группой контроля: 7,4 ± 1,3 и 3,9 ± 0,4 соответственно (p = 
0,003) (рис. 2). В основной группе уровень ЦЭК был выше 
у женщин с ИМ в анамнезе в сравнении с группой без ИМ: 
8,2 ± 1,5 и 3,6 ± 0,8 соответственно (p = 0,02). Сохранялись 
статистически значимые различия по уровню ЦЭК у женщин 
с ИБС и ИМ в анамнезе в сравнении с группой контроля: 8,2 
± 1,5 и 3,9 ± 0,4 соответственно (p = 0,0005). При сравнении 
количества ЦЭК в периферической крови у женщин с ИБС 
без ИМ в анамнезе и в контрольной группе достоверных раз-
личий найдено не было, что, однако, может быть обусловле-
но малой выборкой больных ИБС без ИМ (n = 11) (рис. 3).  
По результатам нашего исследования, наличие более трех 
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ЦЭК на 3 · 105 лейкоцитов в периферической крови сопрово-
ждалось увеличением относительного риска развития ИБС у 
женщин молодого и среднего возраста в 4 раза (CIOR = [0,74–
2,5]) и риска развития острого ИМ в 8 раз у женщин с ИБС 
(CIOR = [0,62–4,3]).

Впервые существование ЦЭК в периферической крови 
было описано в 1978 г. J. Hladovec, который наблюдал фе-
номен так называемой эндотелиемии у крыс после введения 
им эндотоксина, гиалуронидазы, стрептокиназы и вазоактив-
ных лекарственных препаратов [15]. С тех пор ЦЭК привле-
кают большое внимание многих ученых с точки зрения их 
клинического и патофизиологического значения в развитии 
различных заболеваний. Эндотелиальные клетки толщиной 
около 1–2 мкм диаметром 10–20 мкм имеют плоскую форму, 
вытянутое, расположенное в центре, ядро и как выяснилось, 
характеризуются выраженной морфологической неоднород-
ностью [16]. Эндотелиальные клетки могут отсоединяться 
от стенки сосуда как в виде жизнеспособных клеток, так и 
в виде клеточных фрагментов, ЦЭК могут быть также пред-
ставлены в периферической крови апоптотическими клетка-
ми, которые можно отличить путем окрашивания пропидием 
йодида, так как при апоптозе нарушена целостность плазма-
тической мембраны [17].

До настоящего времени в России количество циркулиру-
ющих десквамированных эндотелиоцитов в периферической 
крови определяли по методике J. Hladovec в модификации Н. 
Н. Петрищева [18]. Метод основан на выделении десквами-
рованных клеток эндотелия сосудов вместе с тромбоцитами 
с последующим осаждением последних с помощью рас-
твора аденозиндифосфата. Суспензией выделенных клеток 
заполняют камеру Горяева и подсчитывают количество эн-

дотелиоцитов в двух сетках камеры методом 
фазово-контрастной микроскопии. Посколько 
эндотелиальные клетки морфологически не-
однородны данная методика не позволяет диф-
ференцировать зрелые клетки от мертвых и не 
исключает наличие других, не эндотелиальных 
клеток в образце, и, таким образом, является 
субъективной и плохо воспроизводимой.

В зарубежных исследованиях для определе-
ния количества зрелых дифференцированных 
эндотелиальных клеток наиболее широко ис-
пользуется методика CD 146-опосредованной 
иммуномагнитной изоляции, основанная на 
инкубации клеток крови с магнитными ша-
риками, которые связаны с моноклональными 
антителами, распознающими поверхностный 
антиген, экспрессируемый эндотелиальными 
клетками (анти-CD146). Подсчет клеток после 
их отделения концентратором магнитных ча-
стиц проводится с помощью иммунофлюорес-
центной микроскопии. Изолированные зрелые 
эндотелиальные клетки должны быть ядерны-
ми клетками большого диаметра, которые свя-
зывают более пяти магнитных шариков и окра-
шиваются лектином Ulex Europeus Agglutinin 1  
(UEA1), который селективно распознает эн-
дотелиальные клетки путем связывания с 
фукозой на поверхности этих клеток [9, 19]. 
Ограничения этой методики связаны главным 
образом с невозможностью полного отделения 
ЦЭК от остальных циркулирующих в крови 
клеток, длительностью процедуры исследова-
ния и отсутствием автоматизации.

Сравнительно недавно методика иммуно-
магнитной изоляции ЦЭК в периферической 
крови стала активно вытесняться методом 
проточной цитометрии [20], основанным 
на регистрации сигналов светорассеяния и 
флюоресценции лазерного луча от каждой от-
дельно взятой клетки. Сигнал прямого свето-

рассеяния дает представление о размере клетки, а бокового 
светорассеяния – о соотношении ядро цитоплазма, наличии 
гранул и других внутриклеточных включений, что позволяет 
в целом судить о морфологии клетки и выделять различные 
популяции клеток для дальнейшего анализа. Поскольку не-
жизнеспособные клетки, фрагменты разрушенных клеток 
(дебрис) и тромбоциты дают слабое светорассеяние, их мож-
но исключить из анализа с помощью дискриминатора прибо-
ра. Сигнал флюоресценции, исходящий от флюоресцентных 
меток моноклональных антител к поверхностным антигенам 
клеток (CD-маркерам), регистрируется системой светофиль-
тров и фотоумножителей в диапазоне длин волн, соответ-
ствующих флуорохрому, что позволяет дифференцировать 
клетки в зависимости от их CD-принадлежности. В нашем 
исследовании для идентификации ЦЭК мы использовали 
маркер CD146-РЕ (фикоэритрин) и в качестве панлейкоци-
тарного маркера CD45-PC5 (фикоэритрин + цианин 5), кото-
рый в том числе связывает и активированные T-лимфоциты. 
Некоторыми зарубежными исследователями с целью повы-
шения чувствительности методики дополнительно использу-
ется маркер CD31 для исключения из анализа безъядерных 
клеток, таких как тромбоциты, и фрагментов разрушенных 
эндотелиальных клеток. Следует учитывать, что разрушен-
ные клетки обладают склонностью к неспецифическому свя-
зыванию с CD-маркерами и хорошо видны на скатерограмме 
в виде «хвоста», тянущегося от двойной негативной попу-
ляции лейкоцитов под углом 45o в верхний правый угол и, 
следовательно, могут быть визуально исключены из анализа 
исследователем (см. рис. 1).

Метод проточной цитометрии для определения количе-
ства ЦЭК впервые был применен зарубежными исследовате-

Рис. 1 Количество ЦЭК в периферической крови у женщины с ИБС
а – скатерограмма прямого и бокового светорассеяния пробы № 1; б – скатерограмма 
двойных позитивных событий для пробы № 1, позволяющая исключить из анализа (от-
рицательный контроль) область популяции лейкоцитов и фрагменты разрушенных кле-
ток, неспецифически связанных с CD45-маркером; в – скатерограмма прямого и бокового 
светорассеяния пробы № 2; г – скатерограмма двойных позитивных событий для пробы  
№ 2, ЦЭК определяют как негативные по маркеру CD45 (CD45-) и позитивные по маркеру 
CD146 (CD146+).
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лями у больных с неопластическими заболеваниями, однако 
до сих пор не существует единого протокола исследования 
[8, 9, 11, 21]. Показана хорошая сопоставимость (более 95%) 
методов иммуномагнитной изоляции и проточной цитоме-
трии для количественной оценки ЦЭК в периферической 
крови [22]. Несмотря на то что иммуномагнитная изоляция 
считается золотым стандартом для определения уровня ЦЭК, 
метод проточной цитометрии является автоматизированным, 
имеет низкую вариабельность результатов, не требует боль-
ших затрат времени на исследование и подходит для рутин-
ной клинической лабораторной практики.

Предполагают, что увеличение в крови содержания зре-
лых эндотелиальных клеток может наблюдаться во время 
нормального роста организма или регенерации ткани и быть 
либо физиологическим (например, после менструации), либо 
патологическим в ответ на повреждения стенки сосуда раз-
личными повреждающими факторами. Результаты достаточ-
но большого количества исследований показали, что уровень 
ЦЭК в периферической крови повышается при заболевани-
ях, связаных с поражением сосудов: сердечно-сосудистых, 
иммуноопосредованных васкулитах, злокачественных ново-
образованиях, серповидно-клеточной анемии и др. Основы-
ваясь на этом факте, можно предполагать, что уровень ЦЭК 
в периферической крови является отражением системного 
повреждения эндотелия [9].

В ряде научных работ показано, что уровень ЦЭК у боль-
ных с острым коронарным синдромом (ОКС) был значимо 
выше, чем у пациентов со стабильной стенокардией и в кон-
трольной группе, и достоверно не отличался от такового у 
больных со стабильной стенокардией и здоровых людей. 
Также не было найдено различий в количестве ЦЭК между 
пациентами с нестабильной стенокардией, острым ИМ с 
подъемом сегмента ST и острым ИМ без подъема сегмента 
ST [3, 13]. Тем не менее в этих же исследованиях отметили 
снижение количества ЦЭК уже через 48 ч от начала развития 

ОКС; это позволяет предполагать, что высокий уровень ЦЭК 
у больных с ОКС скорее всего выступает маркером острого 
повреждения сосудистой стенки, нежели отражает дисфунк-
цию эндотелия. Это подтверждают результаты исследований, 
в которых продемонстрирована прямая связь между уровнем 
ЦЭК в периферической крови и уровнем антигена фактора 
Виллебранда в плазме у больных острым ИМ [3, 11, 13]. Бо-
лее того, было установлено, что высокий уровень ЦЭК в пер-
вые 48 ч у больных с ОКС выступает прогностически небла-
гоприятным фактором риска развития сердечно-сосудистых 
осложнений в раннем и отдаленном периодах заболевания 
[3, 13]. Таким образом, поскольку в нашем исследовании 
все больные на момент включения в исследование имели 
стабильное течение ИБС, высокий уровень ЦЭК у женщин 
с ИМ в анамнезе скорее всего обусловлен исходно более вы-
раженной дисфункцией эндотелия, которая может не только 
лежать в основе развития атеросклероза коронарных артерий 
и, следовательно, ИБС, но и быть причиной неблагоприят-
ных сердечно-сосудистых событий.

В представленной работе показаны возможности исполь-
зования метода проточной цитометрии для количественного 
определения зрелых ЦЭК в периферической крови как мар-
керов повреждения и дисфункции эндотелия. Наличие более 
трех ЦЭК на 3 · 105 лейкоцитов в периферической крови уве-
личивает относительный риск развития ИБС у женщин мо-
лодого и среднего возраста в 4 раза (CIOR = [0,74–2,5]) и у 
женщин с ИБС повышает риск развития острого ИМ в 8 раз 
(CIOR = [0,62–4,3]).
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