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В исследовании оценили возможность использования прибора Cell-IQ (Chip-Man Technologies Ltd., Финляндия) в ток-
сикологических исследованиях in vitro. Прибор Cell-IQ используется для непрерывного инкубирования и анализа куль-
тур клеток животных и человека. Определили точность подсчета клеток с помощью программы Analyser прибора 
Cell-IQ в сравнении с визуальным методом. Показали, что подсчет клеток на микрофотографиях программой Analyser 
позволяет определять пролиферативную активность культуры с той же точностью, что и при помощи визуального под-
счета клеток. Также сравнили данные о цитотоксичности, полученные с помощью прибора и традиционным методом 
с использованием красителя нейтрального красного (NRU). Показали, что использование прибора Cell-IQ позволяет 
получать результаты по цитотоксичности, сопоставимые с методом NRU, при этом дает возможность более детально 
исследовать ответ клеток на токсическое воздействие.
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An autоsystem for measuring proliferative activity 
of eukaryotic cells in toxicological research in vitro
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The possibility to use Cell-IQ equipment (Chip-Man Technologies Ltd., Finland) for in vitro toxicological research has been 
evaluated. The Cell-IQ device is a platform for constant incubating and analyzing human and animal cell cultures. The accuracy 
of counting cells using a Cell-IQ Analyzer software vs a visual procedure was determined. The Analyzer-based counting of cells 
on micrographs was shown to allow determining culture proliferative activity with the same accuracy as the visual method does. 
Cytotoxicity results obtained with the device as well as by a conventional NRU procedure were compared. The Cell-IQ device 
was shown to provide cytotoxicity data comparable with those obtained by the NRU method, making possible studying a cell 
response to toxic exposure in more detail.
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Т оксикологические исследования in vitro в настоящее 
время становятся все более популярными по ряду эти-

ческих и экономических причин. Некоторые методы оценки 
токсичности веществ in vitro прошли валидацию в Европе и 
США в соответствующих регламентирующих организаци-

ях [1]. В условиях постоянного появления новых химических 
соединений и наноструктурированных веществ и необходи-
мости их токсикологической оценки заслуживает особого 
внимания оборудование, позволяющее максимально авто-
матизировать процесс сбора информации о токсичности тех 
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или иных веществ с использованием культур клеток млеко-
питающих. Таким оборудованием являются инвертиро
ванные микроскопы ведущих мировых производителей, 
оснащенные климатической камерой, моторизованным 
предметным столиком и компьютерным обеспечением для 
наблюдения за поведением клеток в режиме реального вре-
мени. Кроме того, появились специализированные прибо-
ры,  такие как, например, выпускает фирма BD Biosciences 
(www.bdbiosciences.com), или прибор Cell-IQ (Chip-Man 
Technologies, Tampere, Finland, www.chipmantech.com). Эти 
приборы специально предназначены для культивирования 
и анализа клеточной популяции в динамике [2–4].

В настоящей работе оценили точность распознавания 
клеток на микрофотографиях с помощью программы Cell-IQ 
Analyser в сравнении с визуальным подсчетом. Также про-
вели сравнение данных о цитотоксичности, полученных 
двумя методами: по включению красителя нейтрального 
красного (NRU) и с использованием прибора Cell-IQ. 

Материалы и методы

Модельные токсиканты. Базовую суспензию одностенных 
углеродных нанотрубок (ОУНТ) (12 000 мкг/мл) («Карбонлайт», 
Россия) готовили в 4% водном растворе проксанола-268 (син-
тетическое неионогенное ПАВ). Из базовой суспензии делали 
ряд последовательных разведений, также в 4% водном раство-
ре проксанола-268. После обработки на ультразвуковом дезин-
теграторе Ultrasonic Processor (Cole Parmer, США) в  течение 
10 мин при выходной мощности 300 Вт суспензию вносили в 
культуральную среду. Конечная концентрация проксанола-268 
в культуральной среде не превышала 1%.

Базовый раствор Т-2 токсина (Biopure, Австрия) готовили 
в диметилсульфоксиде (ДМСО) в концентрации 10 мг/мл. 
Для тестирования цитотоксичности делали ряд последова-
тельных разведений Т-2 токсина. 

Клеточные культуры. Первичную культуру крысиных эм-
бриональных фибробластов выделяли по описанной мето-
дике [5]. Культуру карциномы легкого человека А549 получи-
ли из Российской коллекции клеточных культур позвоноч-
ных, г. С.-Петербург. Культуры клеток культивировали в среде 
DMEM (Gibco, США), содержащей 20 мМ бикарбоната на-
трия и 10% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, 
США), в атмосфере газовой смеси воздух/СО2 5% при 37°С.

Оборудование. Прибор Cell-IQ (Chip-Man Technologies Ltd, 
Финляндия) состоит из камеры для культивирования клеток, 
системы микроскопического видеонаблюдения и программ-
ного обеспечения Analyser для анализа изображений. 
Во  время инкубирования выбранная оператором область 
в каждой лунке фотографируется в автоматическом режиме 
с заданной периодичностью (зависит от задачи; в данном 
исследовании – 1 ч), после чего изображения анализируют-
ся с помощью программы Analyser. Более подробная инфор-
мация о приборе размещена на сайте производителя, 
а также дана в публикациях о возможностях Cell-IQ [6–8].

Оценка цитотоксичности. Для проведения экспериментов 
клетки рассевали в 24- и 48-луночные планшеты (Greiner, 
Германия) в концентрации 3,75 × 104 клеток/мл и культивиро-
вали в течение 24 ч. Затем к клеткам добавляли возрастаю-
щие концентрации модельных токсикантов. ОУНТ – в кон-

центрациях 10, 100, 1000, 2000 и 3000 мкг/мл, в качестве 
контролей использовали воду, 1% проксанол-268 и 0,1  М 
NaCl. Т-2 токсин – в концентрациях 1, 5, 10, 15, 20 и 40 нг/мл, 
в качестве контроля использовали ДМСО в конечной кон-
центрации 0,5%. Клетки культивировали в течение 24 ч 
в приборе Cell-IQ, после чего планшет использовали для по-
становки теста NRU. Тест проводили по описанной методике 
[9–11]. Цитотоксичность выражали в процентах измеряемого 
параметра относительно контроля, принимаемого за 100%.

Статистическая обработка данных. Модельные токси
канты исследовали в 2–3 независимых экспериментах, 
по 5–6 повторов на каждый вариант концентрации токсикан-
та. На диаграммах указывали доверительный интервал при 
95% уровне значимости. Цитотоксическую дозу, вызываю-
щую снижение исследуемого показателя на 50% от контроля 
(ЦТД50), оценивали на основе нелинейной логистической 
модели, содержащей четыре параметра, с помощью про-
граммы SigmaPlot v. 9.01 (Systat Software Inc.).

Результаты и обсуждение

Сравнительный анализ результатов визуального и авто-
матизированного подсчета клеток. В основу программы 
Cell‑IQ Analyser заложен один из элементов искусственного 
интеллекта – принцип машинного зрения. Он давно приме-
няется в различных промышленных технологиях [11], но 
в  биологии использование этого принципа пока не нашло 
широкого применения [1, 7, 12, 13]. Поэтому целью данного 
эксперимента был анализ точности распознавания клеток 
программой Analyser на микрофотографиях в сравнении 
с визуальным подсчетом клеток на тех же микрофотографиях.

Анализ провели в экспериментах по оценке воздейст
вия  ОУНТ на культуру карциномы легкого человека А549. 
В  настоящее время активно изучаются вопросы, связанные 
с возможной токсичностью углеродсодержащих наноматери-
алов, в том числе с механизмами их действия на клеточном 
уровне [14]. Это обусловлено перспективами их применения в 
технике и медицине [15]. Кроме того, эти вещества обладают 
ограниченной растворимостью и тенденцией к агломерации, 
что вызывает получение противоречивых результатов при их 
исследовании. В связи с этим представляет определенный 
интерес оценка возможности использования системы Cell-IQ 
для исследования потенциальной цитотоксичности ОУНТ. 

Перед проведением анализа создали библиотеку изобра-
жений клеток в различных морфо-физиологических состоя-
ниях (морфотипов), распределяя их по категориям: стабиль-
ные, делящиеся, аномальные и мертвые (рис. 1, а). Эту ин-
формацию встраивали в алгоритм программы, что позволя-
ло ей идентифицировать и подсчитывать клетки различных 
категорий (рис. 1, б, в, г). 

В ходе эксперимента проанализировали микрофотогра-
фии клеток в количестве 71:37 в начале эксперимента (0 ч) 
и 34 – в конце (через 24 ч). Ошибку при подсчете клеток про-
граммой Analyser относительно визуального подсчета на 
одном и том же изображении оценивали по формуле:

Δ% = |Nв – Nа| ×100,
Nв

где Nв – количество клеток, подсчитанное визуально; Nа  – 
количество клеток, подсчитанное программой Analyser.
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Все поля зрения после подсчета ошибки распределили по 
категориям согласно уровню ошибки: 0–5%, 5–10%, 10–15%, 
15–20% и >20%. Результаты приведены на рис. 2, а. Ока
залось, что в 93% случаев ошибка не превышала 15%, 
т.е. при истинном количестве клеток на микрофотографии, 
равном 100, результат подсчета с помощью программы со-
ставлял 85–115 клеток. Таким образом, программа Analyser 
может быть использована для подсчета клеток с указанной 
точностью. 

Далее оценили применимость автоматического подсчета 
для определения уровня пролиферации культуры A549 при 
воздействии различных концентраций ОУНТ. Коэффициент 
пролиферации рассчитывали путем деления количества 
клеток в конце эксперимента (24 ч) на количество клеток в 
начале (0 ч). Значения коэффициента получали с использо-
ванием автоматического и визуального подсчетов, результа-
ты сравнительного анализа приведены на рис. 2, б.

Значения коэффициентов пролиферации, определенные 
с помощью программы Analyser и полученные визуальным 
методом, достоверно не различаются (р < 0,05) (точки 1, 2, 
3, 4, 5 и 8). Исключение составляют значения для двух вари-
антов опыта (точки 6 и 7), полученных при обработке клеток 
высокими концентрациями суспензий нанотрубок (2000–
3000 мкг/мл). В этом случае высокая концентрация токси-
канта приводила к увеличенной сорбции его на поверхности 
клеток и культурального пластика. В результате получали 
фотографии, трудно распознаваемые программой. Это при-
водило к существенной ошибке при автоматизированном 
подсчете клеток и к значительным различиям в оценках ко-
эффициента пролиферации между двумя методами подсче-
та клеток.

Таким образом, автоматический метод подсчета клеток 
с  помощью программы Cell-IQ Analyser позволяет в ряде 
случаев заменить трудоемкий и длительный метод визуаль-
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Рис. 2. Сравнительный анализ визуального и автоматического подсчета клеток: а – точность подсчета клеток на микрофотографиях; 
б – значения коэффициентов пролиферации культуры А549 под воздействием модельных токсикантов, определенные двумя методами под-
счета ( – Analyser,  – визуальный подсчет): 1 – контроль 1 (вода); 2 – контроль 2 (1% проксанол-268); 3 – ОУНТ (10 мкг/мл); 4 – ОУНТ 
(100 мкг/мл); 5 – ОУНТ (1000 мкг/мл); 6 – ОУНТ (2000 мкг/мл); 7 – ОУНТ (3000 мкг/мл); 8 – контроль 3 (0,1 М NaCl, воспроизводимость тест-
системы).

Рис. 1. Библиотека морфотипов клеток А549 и пример анализа микрофотографий с помощью программы Cell-IQ Analyser. Фазовый 
контраст: а – библиотека морфотипов клеток; б, в и г – примеры распознавания клеток А549 программой Analyser. Отмечены цветом: крас-
ным и зеленым – стабильные и делящиеся клетки соответственно (б); желтым – морфологически аномальные клетки (в); синим – мертвые 
клетки (г). Длина линейки – 30 мкм.
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ного подсчета, однако требует высокого качества получае-
мых изображений клеток. В отдельных случаях (например, 
низкое качество микрофотографий вследствие особенно-
стей токсиканта, см. выше) можно комбинировать оба мето-
да для получения достоверных результатов исследования.

Сравнительный анализ оценки цитотоксичности токси-
канта с использованием метода NRU и прибора Cell-IQ. 
Одним из классических методов оценки цитотоксичности 
является метод NRU. Целью данного раздела работы было 
сравнение результатов определения цитотоксичности, полу-
ченных с помощью прибора Cell-IQ и метода NRU. Для дан-
ного исследования выбрали один из микотоксинов трихоте-
ценового ряда – Т-2-токсин. Этот токсин хорошо изучен, 
имеется достаточно публикаций по определению его цито-
токсичности на различных культурах клеток [16]. 

Цитотоксичность Т-2-токсина оценивали на культуре 
крысиных эмбриональных фибробластов. Цитотоксическое 
действие Т-2-токсина, определенное методом NRU, иллю-
стрирует рис. 3, а. Показали дозозависимое действие Т-2-
токсина на культуру фибробластов. Цитотоксическая доза 
(ЦТД50) составила 6,36 ± 0,53 нг/мл.

Далее оценили цитотоксическое действие Т-2-токсина 
с  помощью прибора Cell-IQ. Как и для культуры А549, для 
крысиных эмбриональных фибробластов создали библиоте-
ку морфотипов, с помощью которой программу «обучили» 
распознавать данную культуру. Результаты представлены 
на рис. 4.

Программа Analyser позволяет представить графически 
динамику состояния культуры в ходе эксперимента. Графики 
демонстрируют изменение во времени как общего количест
ва клеток (см. рис. 4, а), так и процентное содержание раз
ных морфотипов клетки (рис. 4, б). Так, на графиках видно, 
что в контроле и при концентрации Т-2-токсина 1 нг/мл про-
исходит размножение клеток, и количество стабильных кле-
ток в процентном отношении остается постоянным. В то же 
время при более высокой концентрации микотоксина (10 нг/мл) 
прекращается пролиферация культуры, а также происходит 
снижение количества стабильных клеток. Таким образом, 
ответ клеток на воздействие токсина складывается из про-
цессов уменьшения пролиферации (в большей степени) и 
изменения/гибели (в меньшей степени).

Однако формат получаемых результатов отличается от 
формата NRU-метода, поэтому для облегчения сравнения 
двух методов данные Cell-IQ изобразили в сходных коор
динатах, т.е. использовали только одну временную точку 
(24 ч) и получили зависимость относительного количества 
клеток от концентрации микотоксина (см. рис. 3, б). Цитоток
сическая доза составила 2,31 ± 0,33 нг/мл. Представление 
данных в единой системе координат позволило выявить 
сходство зависимости показателя цитотоксичности от кон-
центрации токсиканта при использовании двух методов 
оценки. Рассчитанные значения ЦТД50 можно также счи-
тать близкими (2,31 ± 0,33 и 6,36 ± 0,53 нг/мл), поскольку 
диапазон этого показателя достаточно широк и ЦТД50, по-
лученные различными исследователями, колеблются от 0,5 
до 26 нг/мл [17].

Таким образом, результаты оценки цитотоксичности с ис-
пользованием прибора Cell-IQ соответствуют таковым, по-
лученным классическим методом NRU, однако дают более 
детальное представление об ответе клеток на токсическое 
воздействие.

Полученные данные согласуются с результатами исследо-
вания, выполненного Toimela с соавт. на культурах клеток 
почки человека HK-2 и рака груди MCF-7 [7]. Авторы показа-
ли, что результаты определения цитотоксичности, получен-
ные с помощью прибора Cell-IQ, сравнимы с данными по 
цитотоксичности, полученными с использованием классиче-
ских методов (NRU, окрашивание кристалл-виолетом и 
Хёхст 33258).

Метод NRU и другие, основанные на подобном подходе 
(MTT), не позволяют использовать клетки для дальнейшего 
анализа, поскольку во время выполнения методики клетки 
погибают. Преимуществом использования прибора Cell-IQ 
является возможность продолжения эксперимента после по-
лучения данных о цитотоксичности с целью, например, изу-
чения способности культуры восстанавливаться после ток-
сического воздействия (так называемый «recovery test»). 
Кроме того, прибор позволяет наблюдать за ответом клеток 
на токсическое воздействие в любой момент в ходе экспери-
мента, а не только по его окончании. Следует отметить и 
другие недостатки метода NRU. Этот метод окраски клеток 
основан на определении оптической плотности (ОD) краси-

Ко
ли

че
ст

во
 с

та
би

ль
ны

х 
кл

ет
ок

,
%

 о
т 

ко
нт

ро
ля

1 2 3 4 5 6 7 8
0

20

80

60

40

100

120б

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь,
%

 о
т 

ко
нт

ро
ля

1 2 3 4 5 6 7 8

Концентрация, нг/мл Концентрация, нг/мл

0

20

80

60

40

100

120а

Рис. 3. Цитотоксическое действие Т-2-токсина на культуру крысиных эмбриональных фибробластов: а – метод NRU. Коэффициент 
корреляции R2 = 0,94; б – метод Cell-IQ. Коэффициент корреляции R2 = 0,97.



Л.В.Коломбет / Бактериология, 2017, т. 2, №2, с. 24–29

28

теля, поглощенного живыми клетками. Показана линейная 
зависимость между ОD красителя и количеством живых 
клеток [9, 10]. На основании вышеуказанной зависимости 
снижение показателя ОD свидетельствует об увеличении 
цитотоксичности. Однако не всегда изменение ОD красите-
ля после воздействия отражает снижение жизнеспособно-
сти (гибель) клеток. Это может быть результатом снижения 
пролиферативной активности культуры (цитостатический 
эффект) либо изменения проницаемости мембраны для кра-
сителя. Так, в предыдущих исследованиях при изучении ци-
тотоксичности проксанола-268 методом NRU мы наблюдали 
стимуляцию пролиферативной активности крысиных эмбрио
нальных фибробластов в 1,5 раза. Использование прибора 
Cell-IQ показало, что пролиферации культуры не происхо-
дит. Наблюдаемый эффект, вероятно, может быть связан 
с  увеличением проницаемости мембраны и изменением 
транспорта красителя в клетку. Влияние исследуемого ве-
щества на результат оценки цитотоксичности наблюдали и 
другие авторы при изучении действия нанотрубок на клетки 
методом MTT [14, 15]. 

Достоинства прибора Cell-IQ очевидны, однако имеются 
некоторые ограничения в его применении. Так, его нельзя 
использовать для суспензионных культур клеток. Морфо
логические особенности некоторых монослойных культур 
(например, плотное расположение клеток такой культуры 
как HepG2) приводят к тому, что программа не может рас-
познавать отдельные клетки. Однако данную проблему 
можно решать с помощью флуоресцентной техники (напри-

мер, окрашивая ядра клеток), что позволяет осуществлять 
наличие в приборе флуоресцентного модуля. 

Таким образом, выполненное исследование показало, что 
данные, полученные с помощью прибора Cell-IQ и програм-
мы Analyser, сопоставимы с методом визуального подсчета 
клеток. Программа с достаточно высокой точностью распо-
знает клетки, что позволяет использовать прибор для оцен-
ки цитотоксичности различных токсикантов и более подроб-
ного изучения производимых ими эффектов. Также следует 
подчеркнуть, что выводы о сопоставимости сравниваемых 
методов сделаны с использованием двух разных модельных 
систем (первичные крысиные фибробласты и постоянная 
раковая линия человека, два не схожих с химической точки 
зрения соединения – микотоксин Т-2 и углеродные нанотруб-
ки). Это подтверждает возможность универсального приме-
нения прибора и прилагаемого программного обеспечения 
в исследовании цитотоксичности веществ различной хими-
ческой природы. В настоящее время Cell-IQ используется 
в  исследованиях по онкологии [18–21]. Результаты выпол-
ненного исследования свидетельствуют о том, что прибор 
Cell-IQ и программное обеспечение Analyser могут с успехом 
применяться в токсикологии in vitro. 

Автор статьи выражает признательность коллегам из 
ФГБУН Научно-исследовательский центр токсикологии и 
гигиенической регламентации биопрепаратов Федерального 
медико-биологического агентства, принявшим плодотвор-
ное участие в выполнении и обсуждении результатов данной 
работы. 
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Рис. 4. Изображения динамики роста культуры эмбриональных фибробластов крысы в течение 24 ч при воздействии Т-2-токсина, 
полученные с помощью программы Cell-IQ Analyser: а – динамика изменения абсолютных значений количества клеток при воздействии 
указанных концентраций токсина; б – динамика изменения количества клеток в разном физиологическом состоянии относительно общего 
количества клеток, принятого за 100%. Обозначения: точки, соединенные светлой линией, – общее количество клеток, красная линия – ста-
бильные клетки, голубая линия – клетки, имеющие морфологические отклонения от нормы, синяя линия – делящиеся клетки, зеленая 
линия – мертвые клетки.
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Ученые следят за секретной внутренней жизнью бактерий

На протяжении многих лет ученые считали, что бактерии не имеют внутренних структур и в основном являются «мешка-
ми ферментов». Группа исследователей описали богатую коллекцию таинственных структур и отделений внутри бактерий. 
Никто не знает функции этих конструкций, но они, по-видимому, важны для бактерий, раз они тратят столько энергии на их 
создание. 

Другая группа ученых представляет первый «атомный взгляд» на полный бактериальный микрокомпартмент. Эти обра-
зования представляют собой белковые оболочки, которые используют бактерии для сохранения определенных химических 
реакций отдельно от остальной части клетки. Знание того, как собирается микрокомпартмент, может иметь важные при-
менения в биотехнологии и медицине. Многие исследователи работают над созданием микрокомпартментов для производ-
ства лекарств, промышленных химикатов или биотоплива.

Исследователи, возглавляемые структурным биологом Шерил Керфельд, использовали комбинацию рентгеновской кри-
сталлографии и криоэлектронной микроскопии для изучения микрокомплексов из бактерии Haliangium ochraceum и ответа 
на эти вопросы.
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